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RESUMO

SILVA, Luiz André de Aradjo. Sintese de (x)-licarina A biocatalisada por
peroxidase de Cocos nucifera. 2014. Monografia de Conclusdo de Curso (graduacéo
em Farmécia)- Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

A licarina A é uma neolignana 2,3-dihidrobenzofurano conhecido por ter
atividade leshimanicida, tripanocida e esquistossomicida. Sua sintese se da por varias
metodologias, todas com a formacéo de um radical que ocorre pela acdo de um agente
oxidante. Uma dessas metodologias é a utilizacdo de enzimas (peroxidases). Nesse
trabalho foi utilizada agua de coco (Cocos nucifera) como meio reacional e fonte de
peroxidase. Para a preparacdo da reacdo, a agua de coco foi filtrada para um recipiente
adequado e em seguida foram adicionados 0s reagentes, isoeugenol e peroxido de
hidrogénio (H,0O,), e deixou-se em agitacdo magnética ate completo consumo dos
reagentes. Para verificacdo do produto foi utilizado cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) para confirmar a formacao do produto posteriormente purificado em
coluna cromatografica com silica gel. Da purificacdo obteve-se a licarina A com um
rendimento de 60%. Para a caracterizacdo do produto foi feita analise de espectros de
ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN C) e de prétons (RMN *H) e
comparacdo com os valores encontrados na referéncia. A sintese da licarina A foi
alcancada e teve bom rendimento.

PALAVRAS-CHAVE: Licarina A. Peroxidase. Cocos nucifera. Neolignana.



ABSTRACT

SILVA, Luiz André de Araujo. Synthesis of (+)-licarina the biocatalyzed by
peroxidase Cocos nucifera. 2014. Monografia de Conclusao de Curso (graduacdo em
Farmacia)- Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

The licarin A is a 2,3-dihydrobenzofuran neoligana known for having a
leshimanicida, schistosomicidal and trypanocidal activity. Its synthesis occur by the use
several methods all of which presente a radical formation which takes places through
the action of an oxidizing agent. One of the methods is the use of enzymes
(peroxidases), in this paper coconut water (Cocos nucifera) was used as reaction
pathway and source of peroxidase. The Reaction described was prepared by the
filtration of coconut water a previous suitable container and then the following
reagentes: isoeugenol and hydrogen peroxide (H,O,). After, it was used magnetic
stirring process until the total complete consumption of these, CCDA was them used to
verify the product obtained, confirming the formation of the product further purified
column chromatography on silica gel purification gave the licaraina a with a yield of
60%. For the characterization of the product was taken analysis of nuclear magnetic
resonance spectra of carbon 13 (*C NMR) and proton (*H NMR) and compared to the
values found in the reference. The synthesis of licarin A was a success and in good yield

KEYWORDS: Licarina A. Peroxidase. Cocos nucifera. Neolignan.
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1 INTRODUCAO

A licarina A é uma neolignana 2,3-dihidrobenzofurano conhecido por ter uma
atividade leshimanicida, tripanocida e esquistossomicida (PEREIRA et al., 2011a). Sua
sintese se da por varias metodologias todas com a formag&o de um radical que ocorre
pela acdo de um agente oxidante como, por exemplo, o uso do Nitrato de Aménio Cério
(CAN) (CHEN et al., 2013), Triacetato de manganés anidro (Mn(OAc)s) (SNIDER,
1997), e o uso de peroxidases como biocatalisadores. Essas Peroxidases (EC 1.11.1.7)
podem ser comerciais ou de origem natural. A peroxidase comercial chamada de
Horseradish Peroxidase é utilizada para a sintese de lignanas e neolignanas. As
peroxidases de origem vegetal podem ser de batata (ARRIETA-BAEZ, 2006), cebola
(MOUSSOUNI, 2011) e agua de coco (Cocos nucifera) que também contem essa
enzima e pode ser utilizado como meio reacional para a sintese
(BALASUBRAMANIAN, 2013)

Lignanas e neolignanas sdo conhecidos como uma classe de metabdlitos
secundarios com uma grande diversidade estruturais e atividades farmacoldgicas, sendo
formadas pelo acoplamento de duas unidades fenilpropanoides (eugenol, &lcool
coniferilico, isoeugenol, etc.) (SOUZA, 2012). As lignanas sdo formadas através do
acoplamento oxidativo de alcoois cinamilicos entres si ou, destes com acidos cindmicos,
estruturalmente apresentam o carbono gama (C-9) oxigenado. Neolignanas sdo dimeros
oxidativos de alil fendis e de propenil fendis, entre si ou cruzados e ndo apresentam
carbono gama (C-9) oxigenado. (BARBOSA-FILHO, 1999).

Figura 1 — Grupo fenilpropanico (Cg-Cs3).

6 7 9

Fonte: autor

Sobre a atividade das lignanas e neolignanas a (x)-Licarina A possui uma

atividade esquistossomicida contra verme adulto melhor que seu enantibmero (-)



(PEREIRA, 2011a), a licarina A também apresenta atividade anti-leishmaniose contra
as formas promastigotas Leishmania (Leishmania) major, associada a fragmentacdo do
DNA do parasita, sugerindo um mecanismo de morte celular programada, e em formas
amastigotas, ao modular a producdo de citocinas por macrofagos do hospedeiro.
(NERIS, 2013)

O quadro 1 a seguir apresenta alguns exemplos, obtidos da literatura, de lignanas

e neolignanas com atividade farmacoldgica.

Quadro 1 — Lignanas e neolignanas com atividade bioldgica.

Lignanas e neolignanas Atividade Referéncia
Bioldgica
OH Esquistossomicida | (PEREIRA et

Tripanocida al., 2011)

Anti-inflamatéria | (SOUZA, et al.,

2005.)
(@)
o
(-)-cubebina
OMe Anti-maléarico (ZHANG, et al,
(Plasmodium 2001)

(E)/

falciparum)

Polysyphorin
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Quadro 1 (Continuacédo) — Lignanas e neolignanas com atividade bioldgica.

Anticancer (VALADARES,

et al, 2009)

MeO OMe

MeO OMe

OMe MeO

(-)-grandisin

1.1 BIOSSINTESE DE LIGNANAS

A biossintese de lignanas e neolignanas € iniciada pelo acoplamento enzimatico-
oxidativo de p-fenoxil-propendides. Pela acdo de lacases e peroxidases estes compostos
p-alil-benzénicos fornecem radicias fenoxilados, estes radicais podem se unir de
diversas formas para formar uma ampla variedade de dimeros, trimeros entre outros
oligbmeros de grau superio. Os fenilpropanoides possuem um esqueleto béasico a
unidade C6-C3 que sdo biossintetizados a partir da L-fenilalanina. A primeira etapa da
via fenilpropanoidica € a desaminacdo da L-fenilalanina pela enzima fenilanina-amonia-
liase (PAL) (Figura 2 p.11). A fenilalanina é convertida ao &cido cindmico através dessa
etapa, que é seguida de uma reacdo de hidroxilacdo e reducdo produzindo o alcool p-
cumarico (DIXON et al., 2001). Ap6s uma serie de etapas, incluindo outra etapa de
hidroxilagdo do anel aromatico, metilacdo e reducdo, resultam as unidades propenil- ou
alilfendis, dimerizacbes de fenilpropanoides oxidados no C-y (acidos e alcoois)

produzem lignanas através de acoplamento oxidativo por enzimas especificas.
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Figura 2 — Biossintese de fenilpropanoides.
A
AMINOACIDOS OH
AROMATICOS ] .
ALCOOL CINAMICO
0+_O / PAL l
o)
HO OH S o —® FENILPROPANOIDES
OH

CHIQUIMATO CINAMATO

CARBOIDRATOS

Fonte: autor

Por outro lado, as dimerizacbes de propenil/alilfendis resultariam nas
neolignanas (GOTTLIEB, 1978). Em ambos os casos 0s acoplamentos sao iniciados
com a formacdo do radical livre fenoxido que pode formar estruturas de ressonancia

(Figura 3), com o radical livre localizado nas posicdes 1, 3, 5 ¢ 8(p).

Figura 3 — Estruturas de ressonancia.

6
MeO 5 \ MeO

2 —_—
MeO RN OH MeO.__ X oH MeO
N OH
O -
o (@)

Fonte: BARBOSA-FILHO, 1999

Assim, combinagdes das posicdes 8-8°, 8-1°, 8-5’ e 8-0-4’ (Figura 4n p.12)

resultam em uma grande variedade de lignanas e neolignanas.
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Figura 4 — Combinacdes dos radicais.

7.0.4', 8.3
8.8' 8.8'6.7'

8.0.4'

Fonte: BARBOSA-FILHO, 1999

1.2 SINTESE DE LIGNANAS E NEOLIGANAS

1.2.1 Reacdes de acoplamento mediada por Manganés (SNIDER, 1997).

A oxidacdo de enonas mediada pelo triacetato de manganés anidro-Mn(OAC)3
em 4&cido acético (AcOH) no refluxo resulta em a-acetoxi enonas (Figura 5). Estas
reaces procedem por uma enolizagdo cinética de 2-ciclohexanona (1a) para formar
Mn(l11)-enolato 2a, este perde o Mn(II) para formar o a-ceto radical 3a, que é oxidado

por um segundo equivalente de Mn(OAC); para formar a-acetoxi enona 4a.

Figura 5 — Formagao do a-ceto radical.

o) Mn(III)
Mn(OAc);
80°C
. -'V'n(” Mn(OAc)3
AcOH ou
Benzeno
1a 2a

Fonte: SNIDER, 1997

Esse a-ceto radical formado pode reagir com fenilpropanoides para formar

lignanas benzofuranos (Figura 6 p.13).
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Figura 6 — Sintese de uma neoliganana benzofurano.

4Mn(OACc);
Benzeno
80 100°C

Fonte: SNIDER, 1997
1.2.2 Dimerizacao utilizando nitrato de amonio cério (CAN) (CHEN, 2013).

O principio para a sintese de lignanas e neolignanas é a formacéo do radical e
seu deslocamento nas posicdes 1, 3, 5 e 8 do fenilpropanoide. Mediado pelo CAN um
par de elétrons na hidroxila fenolica é perdido para formar um cétion transitério que €
estabilizado por ressonancia (5-1 e 5-11) (Figura 7), com esse radical formado ocorre o

acoplamento entre o radical e o fenilpropanoide para a formagdo da lignana

benzofurano.
Figura 7 — Acoplamento oxidativo mediado pelo CAN.
X Ce**  Ce® S
\_/ Z
H6 - > H%. <—>H(8
OMe T =
* OMe :OMe
° 5| 5-11
= NN OMe
2 * o _ e
.
T OMe HO THF, 0°C, 1-6 hr o
. OMe OMe

~

Fonte: CHEN, 2013
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1.2.3 Acoplamento oxidativo catalisado por peroxidase presente em cocos

nucifera.

Muitas reacOes de acoplamento oxidativo sdo realizadas in vitro pela acédo de
peroxidases comerciais, dentre elas a mais comum é a Horseradish Peroxidase. A
eficiéncia destas enzimas, aliado ao elevado valor agregado de muitos de seus produtos,
0 uso de uma quimica verde, utilizando agua como solvente, assim como condi¢oes
brandas de reacdo, tem estimulado cada vez mais seu uso como biocatalisador na
quimica organica sintética. A peroxidase catalisa o0 acoplamento oxidativo de compostos
fenolicos usando peréxido de hidrogénio (H,O,) como agente oxidante. Esta reacéo
ocorre pela acdo catalitica da peroxidase presente na agua de coco, ndo sendo necessaria
nenhuma condicdo especial, apenas agitacdo magnética e temperatura ambiente
(BALASUBRAMANIAN, 2013).

A peroxidase possui um ncleo ferroporfirinico, nele o Fe®** é oxidado a Fe**

pelo peréxido de hidrogénio, a forma Fe®* é restituida quando recebe um elétron do p-
(OH)-fenilpropenoide (Figura 8 p.15). Em cada ciclo catalitico, um p-(OH)-
fenilpropendide (composto ) € utilizado, no ciclo seguinte, o processo se repete com o
mesmo composto ou com uma molécula de p-(OH)-fenilpropenoide diferente, o
composto Il. Os radicais formados nestes ciclos possuem vérias estruturas de
ressonancia, sendo algumas mais estaveis que outras (HENRIKSEN, 1999).
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Figura 8 - Mecanismo de acdo da peroxidase (X e/ou Y = H, OH, OMe ou
COOR).

R‘z‘—z—«n \_\+ NH,
H;0, F‘) W
H'—_
e
o OH
Estado |
Nativo Fe*
X Intermediario
de transicao
Y
‘D Rn
NH
H,0 + 2
2 ’N=<
Ry H NH,
NH
. &‘; S
I P
‘_H H Composto Il Composto |

2° ciclo 1° ciclo

Composto Il
2° ciclo

Fonte: ARRIETA-BAEZ, 2006
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2 OBJETIVOS

O trabalho tem como objetivo a sintese da neolignana (£)-Licarina A utilizando
agua de coco (Coco nucifera) como fonte de peroxidase para o acoplamento oxidativo.
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3 MATERIAL

Os materiais de partida das rotas sintéticas e todos os reagentes utilizados no
decorrer do trabalho foram obtidos comercialmente através de diversas empresas
fornecedoras tais como Merck, Vetec, Aldrich, Fluka etc. As reagdes foram realizadas
sob agitacdo magnética através de barras magnéticas recobertas com teflon e placas

agitadoras magnéticas.

Os solventes foram removidos em rotaevaporadores sob pressdo reduzida e o

solvente residual, em dessecador contendo silica gel acoplado a bomba de vacuo.

A purificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia de adsor¢do em
coluna (CC) utilizando como fase estacionaria, silica gel 60, ART 7734 da MERCK, de
particulas com dimens6es entre 0,063-0,200 mm, tendo como suporte colunas de vidro
cilindricas cujas dimens@es variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada. O acompanhamento reacional foi realizado através de cromatografia
analitica em camada delgada analitica (CCDA), em cromatofolhas com silica gel 60
F254 suportada em placa de alumino MERCK (com revelador para UV e espessura de
0,2 mm). A visualizagdo dos compostos ocorreu através dos seguintes reveladores:
(NH4)4Cg(SO4)4/(NH4)sM07024/H,SO4/H,0 (0,2/0,5/1,2/18,8), 0,5% de
dinitrofenilhidrazina em HCI 2M e/ou pela exposicdo das placas a lampada de

irradiacdo ultravioleta com dois comprimentos de onda (254 e 366 mm).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de **C (RMN de **C) foram
obtidos em espectrometro MERCURY-VARIAN (LMCA/UFPB) operando a 50 MHz
(*C) e VARIAN- NMR-SYSTEM (LMCA/UFPB) operando a 125 MHz (*3C). As
amostras para analise foram preparadas dissolvendo-as em cloroférmio deuterado
(CDCl3) da MERCK. Os deslocamentos quimicos (&) foi expressos em partes por
milhdo (ppm) e foram referenciados para RMN de **C, cloroférmio em 8C= 77,00 ppm.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 SINTESE DA (+)-LICARINA A

Aseguir segue o esquema geral da reacdo de acoplamento oxidativo
biocatalisado por peroxidase de Cocus nucifera (figura 9)

Figura 9 — Sintese de (£)-licarina A.

OH OMe
OMe 0O
Peroxidase O O OH
H20, X
> OMe
N 3h
Licarina A
Isoeugenol

Fonte: autor

A &gua de coco recém-extraida é usada como solvente e fonte de peroxidase, foi
filtrada utilizando funil de vidro e algoddo para um erlenmeyer de 2L contendo uma
barra magnética, em seguida adicionou-se uma solucdo de 1 grama de isoeugenol em
10mL metanol, também adicionou-se 13,8 mL de uma solugdo aquosa de perdxido de
hidrogénio (H,0,) a 3% (Figura 10).

Figura 10 — Esquema da reacéo.

Agua de coco

H>O,

Isoeugenol

7N

Filtragao Agitacdo Magnética

Fonte: autor.
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Manteve-se em agitacdo magnética por 3 horas. A reacdo foi acompanhada por
micro extracdes com aliquotas de 5 a 10 mL extraidas com diclorometano (CH,Cl,), a
fase orgéanica foi monitorada por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)
utilizando hexano/acetato de etila 80/20 como sistema de eluicdo até observa-se o
consumo total do reagente. Apos completados trés horas, o meio reacional foi colocado
em um funil de extracdo e feito uma separacdo liquido-liqguido com 100mL de
diclorometano (CH,ClI,) repetiu-se esse processo duas vezes para uma extragdo méaxima
do produto do meio reacional. A fase organica foi seca em rotaevaporador, em seguida
dissolvida em cloroférmio para aplicacdo na coluna cromatogréafica usando o sistema de

eluicdo hexano/acetato de etila 80/20.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 11 — (£)-licarina A

OMe

OMe

Fonte: autor

Da purificacdo do produto foi obtido 300mg de (£)-licarina A (Figura 11) com
60% de rendimento que se apresentou como cristais brancos e foi comprovado com seu
espectro de carbono 13 (RMN *3C) (Figura 12, p.21) e de prétons (RMN *H) (Figura 13,
p.21) (Quadro 2, p.20). No espectro de Carbono 13 verificamos a presenca de 7 sinais
na regido de 132 a 146 ppm que representa os 7 carbonos quaternarios presentes na
molécula (C1, C3, C4, C1°, C3°, C4’, C5°). No espectro de prétons verificamos um
multipleto na regido de 3.60 a 3.30 ppm referente ao hidrogénio ligado ao carbono 8 e
um dupleto em 5.11 referente ao hidrogénio ligado ao carbono 7. Demonstrando que a

reacao ocorreu como esperado e o produto foi formado e purificado.
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Quadro 2 — Deslocamentos do espectro de RMN **C e RMN *H.

C (8¢ ppm)°C (8¢ ppm)'H Referéncia °C (PEREIRA,

2011b)
1 132.13 - 132.19
2 108.83 6.75-6.96 Ar-H, m 108.93
3 146.48 - 146.59
4 144.08 - 144.14
5 114.00 6.75-6.96 Ar-H, m 114.07
6 130.87 6.75-6.96 Ar-H, m 130.93
7 93.72 511, d 93.74
8 45.60 3.44,m 45.59
9 17.50 1.38,d 17.56
OCH; 55.96 3.88,s 55.95
1’ 132.00 - 132.10
2’ 113.23 6.75-6.96 Ar-H, m 11331
3’ 133.20 - 133.27
4 146.60 - 146.66
5 145.70 - 145.78
6’ 109.10 6.75-6.96 Ar-H, m 109.33
7 123.44 6.39, dd 123.43
8’ 119.93 6.11, m 119.92
9’ 18.39 1.38,d 18.31
OCH; 55.89 3.86,s 55.89
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icarina A.

Figura 12 - Espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCls) de (+)-I
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Figura 13 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3)e suas expansées.
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6 CONCLUSAO

Através da proposta de rota sintética para o acoplamento oxidativo biocatalisado
do isoeugenol, utilizando agua de coco (Cocos nucifera) como fonte de peroxidase e
meio reacional, a (z)-licarina A foi sintetizada com sucesso e com bom rendimento
(60%) mostrando que essa metodologia € ideal para a sintese que consiste apenas de um
passo, facil preparacdo, purificacdo e tem baixo custo. A sintese da (x)-licarina A
mostra-se importante devido a um arsenal terapéutico limitado de agentes

leshimanicidas, tripanocidas e esquistossomicidas.
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