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RESUMO

Por meio do acoplamento oxidativo de fenilpropandides, foi possivel desenvolver um
método de sintese enantiosseletivo de algumas lignanas naturais encontradas em
diversas plantas e que possuem importantes atividades biologicas. Através deste
método obteve-se a sintese inédita da dihidrocarinatidina, composto ao qual se
atribui importantes atividades farmacoldgicas. Destarte, em patente (Pl 1101946-8)
submetida por nosso grupo de pesquisa, descrevemos processo de preparo de
algumas lignanas naturais, utilizando para isso, peroxidase contida na agua de coco
(Cocos nucifera) que atua como biocatalizador, e agua oxigenada como agente
oxidante nos acoplamentos oxidativos de acidos p-(OH)-fenilpropanoides. Deste
modo, foram obtidas formas diméricas do isoeugenol (Licarina A) e a producdo do
heterodimero dihidrocarinatidina por meio do acoplamento oxidativo cruzado entre
eugenol e isoeugenol. Através desta técnica, foi também realizada a sintese do
seringaresinol, pela dimerizacdo do &lcool sinapilico, que uma vez metilado nos
forneceu iangambina. Além disso, foram realizadas por este método, tentativas de
sintese do conocarpan. Vale ressaltar, que todas estas substancias apresentam
grande importancia farmacolégica. Utilizando uma mistura aquosa de ferrocianeto de
potassio e hidroxido de aménia, promovemos o0 acoplamento oxidativo do eugenol,
que nos forneceu o dehidrodieugenol, sua metilacdo com iodeto de metila e
carbonato de potassio forneceu majoritariamente, a forma monometil éter e
minoritariamente, o derivado dimetiléter. Os produtos das reacBes foram
caracterizados pelos espectros de *C-RMN e 'H-RMN, que depois foram
confrontados com dados espectrais dos homélogos naturais encontrados na
literatura. Foram desenvolvidos ensaios de atividade antileishmania para a licarina
A, dehidrodieugenol e seus derivados mono e dimetil éteres. Por meio destes
ensaios verificaram-se atividades antileishmania contra formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania major (licarina A) e formas promastigotas de Leishmania
amazonensis (dehidrodieugenol), apresentando resultados mais eficientes que a
droga de referéncia. O dehidrodieugenol monometilado mostrou destacada
atividade antiparasitaria contra Leishmania amazonensis.

Palavras-chave: Acoplamento oxidativo, Biocatdlise, Lignanas, Licarina A,

Dihidrocarinatidina, Conocarpan, langambina, Dehidrodieugenol, Seringaresinol.




ABSTRACT

By means of oxidative coupling of phenylpropanoids, it was possible to develop a
synthesis enantioselective method some natural lignans found in various plants that
possess important biological activities. Through this method we obtained the novel
synthesis of dihidrocarinatidina composed to be assigned valuable pharmacological
activities. Thus, in patent (Pl 1101946-8) submitted by our research group, describe
the preparation of some natural process lignans, using this, peroxidase contained in
coconut water (Cocos nucifera) that acts as a biocatalyst, and hydrogen peroxide as
an agent oxidant in the oxidative coupling of acid p-(OH)-phenylpropanoids. Thus,
dimeric forms of isoeugenol (Licarina A) and dihidrocarinatidina heterodimer
production by oxidative cross-coupling between eugenol and isoeugenol were
obtained. This technique was also carried out the synthesis of seringaresinol by
dimerization sinapilico alcohol, once methylated provided in yangambin. Moreover,
were made by this method, attempts to synthesize the conocarpan. It is noteworthy
that all these substances have great pharmacological importance. Using an agueous
mixture of potassium ferrocyanide and ammonium hydroxide, promote oxidative
coupling of eugenol, which provided the dehidrodieugenol, its methylation with methyl
iodide and potassium carbonate provided mainly in the form monomethyl ether and
minority, the dimethyl derivative. The products of the reactions were characterized by
13C-NMR and *H-NMR spectra, which were then faced with spectral data of natural
counterparts in the literature. Tests for leishmania activity licarina A,
dehidrodieugenol and its mono and dimethyl ether derivatives were developed.
Through these trials there were activities against Leishmania promastigotes and
amastigotes of Leishmania major (licarina A) and promastigotes of Leishmania
amazonensis (dehidrodieugenol), with more efficient results than the reference drug.
The highlighted dehidrodieugenol monometilado showed antiparasitic activity against

Leishmania amazonensis.

Keywords: Oxidative Coupling, Biocatalysis, Lignans, Licarin A, Dihydrocarinatidin,

Conocarpan, Yangambin, Dehydrodieugenol, Syringaresinol.
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1. INTRODUCAO

Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas possuem um importante
papel para a descoberta de novas drogas. Estes produtos naturais evoluiram ao
longo do tempo para interagir com diversos alvos bioldgicos e representam um dos
mais importantes agentes farmacéuticos no tratamento de doencas (Barreiro, 1991).

A sintese de farmacos € um importante capitulo da quimica organica, uma
vez que permite a construcdo de moléculas, em seus diversos niveis de
complexidade.

A metodologia utilizada na sintese precisa ser capaz de viabilizar o acesso,
com maior rendimento quimico possivel e na escala adequada de menor custo
(Barreiro, 1991).

A contribuicdo da Quimica Orgéanica Sintética a Quimica de Produtos Naturais
deu-se inicialmente no ambito da determinacao estrutural, em uma época em que 0s
recursos para tal limitavam-se, em grande parte, a estudos de degradacdo e de
correlacdo estrutural. Cada produto natural que tinha sua preparacdo alcancada ou
sua estrutura elucidada através de métodos sintéticos contribuia com novos
conhecimentos sobre mecanismos das reacdes organicas, andlise conformacional,
estereoquimica, entre outros, servindo de estimulo a novos desafios que se
caracterizavam pela busca por uma arquitetura molecular cada vez mais complexa
(Pilli, 2013).

Atualmente os farmacos de origem sintética representam significativa parcela
do mercado farmacéutico, estimado, em 2000, em 390 bilhdes de dolares. Dentro
deste aspecto, o interesse em reacfes catalisadas por enzimas também tem
crescido, tanto no meio académico como no industrial. (Roberts et al., 1995).

A biocatélise pode ser definida como modificacbes especificas da estrutura
molecular de uma substancia catalisada por meios biolégicos, como células integras
ou imobilizadas, enzimas ou seus extratos e micro-organismos (Wohlgemuth, 2010).

A utilizacdo desses principios em quimica verde permite a realizagdo de
diversas reagfes com seletividade, especificidade e eficiéncia elevadas (da Silva et
al., 2005). Essas caracteristicas sdo importantes, pois tornam as reacdes

ambientalmente seguras com uma maior economia de energia, geralmente
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culminando na diminuicdo dos custos operacionais para obtencdo do produto
(Tufvesson et al., 2010).

A utilizacdo de enzimas em sintese organica tem muitas vantagens em
relacdo a muitas reagdes da quimica organica convencional (da Silva et al., 2005):

e as reacOes catalisadas por enzimas sao realizadas em condicbes
brandas com temperatura a cerca de 37 °C, pressao de 1 atm e pH =
7,0. Essas transformacdes apresentam uma excelente relagéo
energia/eficiéncia quando comparadas com processos quimicos;

e as enzimas apresentam alta quimiosseletividade, regiosseletividade e
estereosseletividade, o que possibilita a geracdo de produtos
opticamente ativos;

e elas podem promover reacdes que dificilmente podem ser simuladas
pelas técnicas da sintese organica convencional;

e sSao catalisadores naturais que trazem beneficios comerciais e/ou
ecoldgicos e utilizam, normalmente, d&gua como meio reacional.

O alto grau de especificidade de uma enzima deve-se a regido do sitio ativo
da enzima, a qual € complementar em tamanho, forma e natureza quimica a
molécula do substrato. A quimiosseletividade refere-se a selecdo de um determinado
grupo funcional presente no substrato. Se houver outros grupos no substrato, estes
permanecerao inalterados frente & catélise enzimatica (Dias et al., 2012).

A enantiosseletividade, por sua vez, refere-se ao reconhecimento do centro
quiral presente na molécula, identificando, consequentemente, os pares de
enantibmeros, assim como o reconhecimento de grupos ou faces pré quirais (Silva
et al., 2005; Conti et al., 2001).

Durante décadas o termo quiralidade foi um fator negligenciado pela
comunidade cientifica. No entanto, €& importante destacar que um par de
enantibmeros pode apresentar acdes diversificadas sobre 0s organismos Vvivos,
levando a diferentes a¢fes bioldgicas. Este fato deve-se as diferentes propriedades
fisicas dos diastereoisbmeros formados a partir da interacdo entre os enantibmeros
de um substrato e os receptores bioldgicos, que sdo moléculas quirais (Pinheiro et
al., 1998).

A dificuldade na obtencdo de um Unico enantibmero através de métodos

convencionais, muita vezes, torna a rota sintética inviavel.
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As metodologias estereosseletivas e 0s métodos de separacdo de
enantibmeros sao ferramentas Uteis que permitem a sintese e o isolamento de
farmacos puros (Pinheiro et al., 1998).

Desta forma, a biocatalise € um dos processos mais promissores para a
sintese de compostos de alto valor agregado, onde as enzimas e células sdo os
biocatalisadores mais frequentemente utilizados (Dias et al., 2012).

Os produtos naturais sdo uma fonte potencial de novos farmacos, os quais
podem, no futuro, substituir muitos medicamentos atuais que apresentam baixa
eficacia e efeitos colaterais.

Dentre a sintese de produtos naturais, a sintese de lignanas vem atraindo o
interesse da quimica organica, entre outros motivos devido a diversidade estrutural,
frequentemente envolvendo moléculas com varios estereocentros, 0 que exige
reacOes sintéticas enantiosseletivas/diastereosseletivas.

As lignanas e neolignanas compreendem uma classe de produtos naturais
com grande diversidade de estruturas quimicas e atividades farmacoldgicas, sendo
formadas através da dimerizacdo pelo acoplamento oxidativo de duas unidades
fenilpropanoides (eugenol, alcool coniferilico, isoeugenol, etc.), resultando em
produtos de grande importancia, estas reacdes e produtos tem despertado crescente
interesse devido a grande diversidade de atividades biologicas que esta classe de
compostos vem apresentando (Souza et al., 2012).

Desta forma, propde-se, por meio desse trabalho, a sintese de ligndides ainda
nao sintetizados e outros compostos similares atualmente sintetizados de forma

pouco econdmica e ndo enantiosseletiva.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Tem-se como objetivo principal a preparacdo de compostos lignoides,
podendo, para isso, utilizar o processo biocatalisado. Nesta proposta o
biocatalisador € a peroxidase presente na 4gua de coco, que além de atuar como

fonte enziméatica representa o solvente e o meio reacional.

2.2 Especificos

1) Desenvolver rotas sintéticas para a obtencao das lignanas de interesse;

2) lIsolamento, purificacéo e caracterizacdo estrutural dessas lignanas;

3) Avaliar métodos para a obtencdo de um maior grau de pureza nas reacgoes;

4) ldentificar a estrutura quimica das lignanas;

5) Contribuir para ensaios biolégicos buscando conhecer as possiveis
bioatividades das substancias produzidas;

6) Viabilizar ensaios bioldgicos “in vivo”.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracdes sobre Lignanas

3.1.1 Defini¢ao

As lignanas sdo micromoléculas cujo esqueleto é formado pelo grupo
fenilpropanico (CeCs)n. A designacéao lignana foi introduzida por Haworth e aplicada a
produtos vegetais baseados em esqueletos carbdnicos com duas unidades n-
propilbenzénicas (C¢C3), que sao ligadas pelos carbonos-f de suas cadeias laterais
(C3) (Gottlieb e Yoshida, 1984).

Sua ocorréncia na natureza se limita a plantas vasculares que possuem o tecido
enriquecido por ligninas, macromoléculas dotadas de um esqueleto em (CsCs),, com
n abrangendo usualmente muitas unidades, de 2 até aproximadamente 5000
(Gottlieb e Yoshida, 1984).

3.1.2 Biogénese

O caminho biossintético dos arilpropandides, precursores primarios dos
lignbides, desenvolve-se a partir da fenilalanina ou da tirosina, pela via redutora, que
envolve a formacdo de acidos cinamicos, aldeidos cinamicos e alcoois cinamilicos
(Birch, 1963). Se o alcool for convertido a pirofosfato, o éter resultante seré
altamente susceptivel ao ataque nucleofilico, fato conhecido em muitas reducdes
bioldgicas. A acdo enziméatica de NADP conduziria aos alil e propenil fendis (Figura
1). Portanto, quatro monémeros estdo envolvidos no acoplamento oxidativo do
processo biogenético dos ligndides: acido cinamilico, propenilfendis e alifendis
(Barbosa Filho, 2004).

A biogénese dos lignoides, principalmente das lignanas e neolignanas, que
formam a grande maioria das substancias conhecidas, pode ser explicada pelo
acoplamento oxidativo entre unidades monomeéricas radicalares. Dependendo do
acoplamento desses radicais nas diferentes posi¢cdes possiveis, origina-se o lignoide

de determinado tipo estrutural (Barbosa Filho, 2004).
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As configuracdes estruturais dos lignéides desempenham um papel importante
na quimica e bioquimica desta classe de compostos. Com algumas excecoes, estes
possuem dois, trés, cinco e até mais centros assimétricos (Gottlieb e Yoshida, 1984).
Os grupos arila dos precursores sdo comumente substituidos por grupos hidroxila,

metoxila e metilenodioxi (Barbosa Filho, 2004).

O~. _OH
Os. _OH Z
NH,
NH,
[O] R R R R
[R—
- OH OH
H

propenilfenol ailfenol
fenilalanina tirosina NADPH NADPH
¢ PAL [O] [O]
©
(0] OH (0] H OH H\' ®
: : e |
= = = y “\'
NADPH NADPH [H] ®
K —_— —> -
ac. sindmico aldeido sinamico alcool sinamilico

Figura 1. Rota biossintética dos fenilpropanoides (Dewick, 2009).

3.1.3 Atividades bioldgicas

Tradicionalmente tém-se como 0s mais importantes grupos de metabolismo
secundario vegetal os alcaloides, os terpendides e talvez ainda os flavonoides. No
entanto, atualmente sabe-se que os ligndides estdo amplamente distribuidos no
reino vegetal, e que ocupa também um lugar de destaque, pois sédo de utilidade nao
s6 para as plantas que as produzem, servindo como marcadores do processo
evolutivo, como também para 0 homem que as extrai ou sintetiza (Gottlieb e
Yoshida, 1984).

Os ligndides e oligdbmeros de arilpropanoides possuem atividade aleloquimica,
principalmente nas plantas possuidoras de propriedades farmacolégicas. As
lignanas sdo acumuladas em madeiras como resposta a ferimentos mecanicos, a

invasdo de fungos ou bactérias (Souza et al., 2012)
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No organismo humano as lignanas também apresentam fun¢des importantes,
como, por exemplo, o secoisolariciresinol e matairesinol (Figura 2), que estéo
presentes em varias plantas, incluindo Forsythia intermedia, feijdo e centeio. Durante
a digestdo, as bactérias intestinais convertem o secoisolariciresinol (1) e o
matairesinol (2) em enterodiol (3) e enterolactona (4), respectivamente (Croteau et
al., 2009).

Estas lignanas sofrem circulacdo entero-hepéatica, sendo conjugadas no figado e
excretadas na bile, desconjugadas no intestino por enzimas bacterianas, absorvidas
através da mucosa intestinal, retornando ao figado pela circulacdo. Acredita-se que
0 secoisolariciresinol (1) e matairesinol (2) sdo responsaveis por reduzir a taxa de
incidéncia de cancer de prostata e de mama, através de uma alimentacao rica em

graos e vegetais que contém altas concentracdes de 1 e 2 (Croteau et al., 2009).

Figura 2. Secoisolariciresinol e matairesinol e sua conversao no organismo

humano (Croteau et al., 2009).

Além desta, sabe-se que as lignanas e neolignas apresentam uma grande
guantidade de atividades biolégicas, tais como propriedade antitumoral (Bastos et
al.,1996; MacRae e Towers, 1984), leishmanicida (Barata et al., 2000), antimalaricos
(Zhang et al., 2001) e anti-inflamatério (Souza et al., 2004).
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Como resultado da variedade das suas estruturas quimicas e atividades
biologicas, as lignanas e neolignanas tém atraido a atengcdo de muitos

pesquisadores ao longo dos anos.
3.2. Identificagcao da Proposta Utilizando Biocatalizadores

Na patente Pl 1101946-8 que trata do “Processo oxidativo biocatalisado
utiizando agua de coco de Cocos nucifera como meio reacional e fonte de
peroxidase”, sdo descritas algumas reag¢des simples. Estas demonstram que quando
quantidades equimoleculares de peréxido de hidrogénio (na forma de &gua
oxigenada (10V) e um p-(OH)-fenilpropenoide sao adicionados a agua de coco,
observa-se apés alguns minutos a formacdo de acoplamentos oxidativos
estereosseletivos das unidades fenilpropendides.

Deste modo, € possivel obter, de forma estereosseletiva e com bom

rendimento, os lignoides Licarina A e Siringaresinol (Figura 3).
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Figura 3. Preparacéo da Licarina A e do (+)-Siringaresinol.
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Esta reacdo ocorre pela acdo catalitica da peroxidase presente na agua de
coco, ndo sendo necessdria nenhuma condicdo especial, apenas agitacdo
magneética e temperatura ambiente.

Segundo Henriksen et al a peroxidase possui um ndcleo ferroporfirinico, nele
o Fe*" é oxidado a Fe*" pelo per6xido de hidrogénio, a forma Fe®" é restituida
quando recebe um elétron do p-(OH)-fenilpropenoide (Figura 4). Em cada ciclo
catalitico, um p-(OH)-fenilpropenoide (composto I) é utilizado, no ciclo seguinte, o
processo se repete com 0 mesmo composto ou com uma molécula de p-(OH)-
fenilpropenoide diferente, o composto Il. Os radicais formados nestes ciclos

possuem varias estruturas de ressonancia, sendo algumas mais estaveis que outras.
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Figura 4. Proposta de mecanismo para formacao dos radicais p-(OH)-

fenilpropenoides (Adaptado de Heriksen et al., 1999).
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Uma estratégia que nos auxilia na previsdo dos acoplamentos é fornecida
pelos céalculos de estabilidade relativa dos radicais, utilizando o método ab initio
(HF/3-21G) através do programa Gaussian, onde se obtive os valores mostrados no

gréafico da figura 5.
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Figura 5. Grafico da estabilidade relativa dos radicais do alcool coniférico

(Gréfico desenvolvido pelo Prof° Dr. Luis Cezar Rodrigues).

Quanto mais estavel € um radical, maior sua contribuicdo para o hibrido de
ressonancia, desta forma, os radicais mais estaveis sdo mais representativos no
meio reacional, quando dois radicais se encontram com orientacéo favoravel forma-
se 0 composto dimérico correspondente.

Em conformidade com os calculos de estabilidade, o radical mais estavel,
mostrado em azul na figura 6, € 0 que mais participa das reacbes. Se enumerar da
esquerda para a direita os trés principais radicais (A, B e C), as possiveis
dimerizagOes seriam: AA, AB, AC, BB, BC e CC (Figura 6).
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Figura 6. Proposta de mecanismo para dimerizacdes do alcool coniférico (Proposta

desenvolvida pelo Prof° Dr. Luis Cezar Rodrigues).

Das dimerizagBes do coniferol, o dimero BB € um perdxido pouco estavel que
se decompde facilmente, restituindo os radicais de partida. O dimero AA é formado
pelos dois radicais mais energéticos (14.27 kcal/mol), consequentemente, raramente
se formam. Desta forma, o dimero AB € o mais viavel nas reacbes em que o0
coniferol é utilizado como substrato.

A regio e estereosseletividade das reacdes de acoplamento bimolecular de
radicais fenoxilas, de especial importancia na biossintese de ligninas e lignanas, séao

claramente controladas de alguma forma in vivo.
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No acoplamento por oxidases in vitro, com uma peroxidase comercial,
Horseradish Peroxidase — (HRP), por exemplo, se produz sempre uma mistura
diastereoisomérica (Figura 7). Em outras palavras, as lacases e peroxidases sao
incapazes de controlar a regioestereosseletividade das reacbes por si mesmas,

portanto, algum outro agente deve existir para orientar a estereoquimica in vivo.

3
MeO f H20,
H HRP

OMe

HO

Figura 7. Produtos do acoplamento aleatorio dos radicais fenoxilas por HRP
comercial (Adaptado de Davin et al., 1997).

Ja foi demonstrado em reacfes estereosseeletiva in vivo, tais como na
Forsythia suspensa (Davin et al., 1997), a existéncia de proteinas auxiliares que se
encarregam de direcionar os radicais fenoxilas, viabilizando sua unido de forma
enantiosseletiva, estas sintetases sdo perdidas quando ocorre a purificagcdo da
peroxidase comercial, 0 que explica a perda da enantiosseletividade das reagdes in
vitro.

Destarte, com as condicdes de acoplamento j4 controladas, tem-se agora
especial interesse na producédo de heterodimeros, ou seja, 0 acoplamento oxidativo

entre diferentes alcodis fenilpropenoicos, como por exemplo, entre o isoeugenol e o

eugenol (Figura 8).
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Figura 8. Sintese da Dihidrocarinatidina.

Além de lignanas ainda ndo sintetizadas, tém-se o interesse de se sintetizar
outros compostos que sdo atualmente produzidos de forma pouco econdmica, nédo
enantiosseletiva e através de muitos passos sintéticos, que podem ser obtidos
através da técnica aqui aplicada de forma muito mais rapida e econémica.

Deste modo, fica exposto o potencial deste método, onde a peroxidase é
utiizada em seu estado natural, acompanhada de todos os cofatores e
coadjuvantes, dispensando o processo de extracéo e purificacdo, para ao final obter

um produto de melhor qualidade.

3.3. Consideracdes sobre a (-)-Licarina A

Os estereoisébmeros da licarina A sdo compostos de ocorréncia natural, que
podem ser preparadas por acoplamento oxidativo do isoeugenol, um fenilpropendide
presente em 6leos essenciais de plantas como a Cananga odorata.

Existem diversos estudos relacionados ao isolamento e obtencdo das
licarinas A, como sua extracdo das folhas e caule de Miliusa fragans (Sawasdee et
al., 2013), em extratos de Aristolochia taliscana (Abe et al., 2002; Ledn-Diaz et al.,
2010), nas folhas e caule da Miristica fragans (Lee et al., 2009) , na casca do caule
de Machilus Thunbergii (Park et al., 2004) , na parte aérea da Saururus chinensis
(Min & Trang., 2012), e até mesmo no fruto de Magnolia ovata (Barros et al., 2012).

Héa diversos registros de ensaios bioldégicos com as licarinas A, dentre as
bioatividades relatadas na literatura, pode-se citar. atividade anti-herpética
(Sawasdee et al., 2013), anti-leucémica (Park et al., 2004), antioxidante (Arellanes et
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al., 2011), anti-leishmaniose (Neris et al., 2013), antibacteriana (Arellanes et al.,
2011), atividade contra formas epimastigotas de tripanossoma cruzi (Abe et al.,
2002; Cabral et al., 2010), atividade anabdlica no metabolismo 6sseo (Lee et al.,
2009) e protecao de células neuronais em cultura primaria contra estresse oxidativo
(Ma et al., 2005).

Além disso, isbmero da licarina A apresenta atividade anti-tuberculose, sendo
potencialmente ativa no tratamento de casos de resisténcia multipla as drogas de
uso comum, combatendo Micobacterium turbeculosis entre outras cepas de
micobactérias (Leon-Diaz et al., 2010; Ledn-Diaz et al., 2013).

Com relagdo a sintese, observa-se auséncia de enantiosseletividade na
producdo da (-)-Licarina A, uma vez que os meétodos relatados na literatura nao
apresentam enantioespecificidade.

No entanto, um relato de sintese enantiosseletiva da (-)-Licarina A foi
alcancado por meio da biotransformacdo com bactérias Pseudomonas putida. Este
processo inclui o crescimento das células bacterianas, por meio de incubacao
durante cinco dias, onde, ap6s esse tempo, ocorre a transformacéo do isoeugenol
(5) em vanilina (6), eugenol (7), &alcool coniférico (8) e (-)-Licarina A (9 - Figura 9)
(Vasudevan & Bhat, 2011).
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Figura 9. Produtos obtidos do isoeugenol pelo tratamento com P. putida.

No entanto, apesar da enantiosseletividade do método citado, o rendimento
ainda pode ser considerado baixo, além do tempo necessario e dispéndios na

purificacdo do produto.
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Desta forma, o método de biocatalise propde apresentar uma forma eficaz
para a sintese enantiosseletiva da (-)-Licarina A, em apenas um passo reacional,

com rendimento aceitavel e com uso de reagentes acessiveis.

3.4 Consideracdes sobre a Dihidrocarinatidina

A dihidrocarinatidina é um composto de ocorréncia natural ainda nao
sintetizado, podendo ser formado pelo acoplamento oxidativo do isoeugenol com o
eugenol em excesso.

Relatos da extracao e purificacdo da dihidrocarinatidina foram registrados, por
meio da investigacdo fitoquimica das raizes da Krameria tomentosa (Madeiro et al,
2012), dos frutos da Virola pavonis (Morais et al, 2009), da casca da Virola carinata
(Kawanishi et al, 1983) e do fruto da Myristica fragrans (Li & Yang, 2007).

Estruturas similares a dihidrocarinatidina ja apresentam atividade
leishmanicida contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis (Morais et
al, 2009).

No entanto, relatos na literatura de atividades biolégicas referentes a
dihidrocarinatina sdo completamente ausente, o que contrasta com a importancia e
diversidade de atividades relatadas pelos pesquisadores para seus homodlogos,
como por exemplo, a Licarina que apresenta propriedades farmacologicas
importantes.

Uma explicacéo para este fato talvez esteja na sua baixa incidéncia natural,
comparada aos demais compostos homdélogos, e a auséncia de qualquer proposta
sintética.

Deste modo, utilizando a biossintese por meio da acdo da enzima peroxidase
presente na agua de coco, apresenta-se uma proposta sintética para a formacao de
um heterodimero de sintese inédita, por meio do acoplamento oxidativo entre

diferentes alcodis fenilpropenoicos, de forma enantiosseletiva.

3.5 Consideragdes sobre o Conocarpan

O conocarpan € uma neolignana que foi isolada pela primeira vez a partir de

madeira comumente usada para a construcéao naval (Clive et al, 2008). O objetivo da
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investigacgédo foi identificar substancias na madeira que conferisse resisténcia a uma
variedade de organismos marinhos.

Outras fontes vegetais que contém o conocarpan, mais tarde, foram também
encontradas, em folhas de Piper regnellii e Piper fulvescens (Sartorelli et al, 2001,
Freixa et al, 2001).

Este composto possui muitas atividades biolégicas, algumas delas
potencialmente importantes, tais como toxicidade para mosquitos e larvas (Bernard
et al, 1995; Chauret et al, 1996), atividade contra a Doenca de Chagas (Luize et al,
2006), atividade antibactericida (Pessini et al, 2003), antifungica (Campos et al,
2005) e atividade fotoprotetora (Carini et al, 2002).

Destarte, o estudo desta substancia, de um ponto de vista sintético, faz-se
necessario. Tento em vista que este composto ja foi sintetizado e até mesmo
comercializado, tem-se por objetivo realizar a sintese de forma mais simples,
utilizando menos passos reacionais, visando um maior rendimento e menor custo
para sua producao.

Para tanto, foi utilizada a acdo catalitica da peroxidase presente na agua de

coco, como forma enantiosseletiva de realizar a sintese do conocarpan.

3.6 Consideragdes sobre a langambina

A langambina é um composto de grande interesse farmacolégico, uma vez
que ja existem diversos estudos relacionados as suas atividades farmacolégicas. No
entanto, sua sintese envolve varias etapas reacionais, 0 que compromete o0
rendimento; reagentes caros, importados e toxicos; reacfes ndo enantiosseletivas, o
gue leva a varios subprodutos e dificil purificacao.

Dentre as atividades farmacolégicas ja publicadas, estdo atividades
antiplaquetaria (Faria Neto et al., 1995; Ribeiro et al., 1996, Tibirica et al., 1996),
antialérgica (Serra et al., 1997), antileishmanicida (Monte-Neto et al., 2007; Monte-
Neto et al., 2011) e atividades no sistema nervoso central (Sousa et al., 2005).

A primeira sintese total da langambina é relatada por Suginome et al. (1995),
em um método envolvendo a B-cisdo de radicais alcoxi gerados por fotélise como

passo principal.
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Outra rota sintética linear simplificada para sintese de lignanas furofuranicas
foi relatada por Mori et al. (2006a), na qual se obtém a iangambina e caruilignana A
em formas oticamente puras. Além disso, a sintese dos sauriols A e B foi realizada
pelos mesmos autores, seguindo-se a mesma rota sintética anterior (Mori et al.,
2006b; Pan et al., 2009). Outros estudos realizados por Jung et. al (2006) e Kim et
al. (2006) também relatam a sintese total estereosseletiva das lignanas eudesmina,
iangambina e sesamina, através de condensacdao alddlica dianibnica, um método util
em originar o esqueleto basico das lignanas furofuranicas.

Uma proposta de sintese foi apresentada pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa
Filho no projeto “Estudos visando a sintese da iangambina e de homodlogos e
analogos potencialmente ativosll” (PRONEX 97), utilizando-se a dilactona como
intermediario principal para a formacdo dos esqueletos furofuranicos basicos,
entretanto, ndo houve éxito na continuagéo do projeto.

Outra proposta de sintese foi sugerida na dissertacdo de Sandro de Sousa
(Leal, 2012), no entanto, 0 mesmo ndo obteve a langambina como produto final,
devido a uma série de problemas relatados em sua pesquisa, tais como:

1. O acoplamento oxidativo do fenilpropandide para a formacdo do esqueleto
basico das lignanas, promovido pelo agente oxidante, que € uma etapa crucial para
a conclusdo da proposta sintética, ndo ocorreu adequadamente, sendo necessario
otimizar as condicfes reacionais e reagentes utilizados;

2. Para que ocorra a formacdo da langambina, exclusivamente, faz-se
necessario o emprego de reagentes quirais, que promovam o acoplamento oxidativo
de modo estereosseletivo, conforme demonstrado por Jung et al (2006).

3. Ha uma certa exigéncia e cuidado especial nos rendimentos de cada
reacao para que se obtenha o produto final com quantidade suficiente, visto que em
cada etapa de reacdo a quantidade do produto que se forma é cada vez menor.

Apesar disso, a rota que foi desenvolvida € uma nova abordagem sintética
para formacdo das lignanas furofuranicas, dispensando aparelhagens complexas e
utilizando reagentes de facil obtengéo.

Destarte, o0 estudo de sintese da langambina, tem como finalidade concluir o
trabalho iniciado e as perspectivas propostas por Sandro (Leal, 2012) utilizando a

peroxidase natural da agua de coco como agente oxidante para se obter a
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dimerizacdo do &lcool sinapilico em um maior grau de pureza e, por meio de

metilacdo do Seringaresinol, o produto de maior interesse, a langambina.
3.7 Consideracdes sobre o Dehidrodieugenol Monometil e Dimetileter

O dehidrodieugenol é uma neolignana natural que tem sido pouco
pesquisada, 0 que contrasta com a sua importancia e a diversidade de atividades
relatadas pelos pesquisadores para o0 seus homologos derivados de eugenol
monomerico bifenilico orto-hidroxilado (Jaganathan e Supriyanto, 2012). Sobre estes
existe um grande numero de compostos que ocorrem naturalmente, tais como
magnolol e o dehidrodieugenol que possui propriedades farmacoldgicas importantes
(L. Wang et al., 2014; Mascia et al., 2012)

O Magnolol é encontrado principalmente em algumas plantas do género
Magnolia, especialmente nas cascas da Magnolia officinalis (Xu et al., 2011), M.
obovata (Cho et al., 2008; Youn et al., 2008) e M. henryi (Kijjoa et al., 1989), bem
como nas folhas de M. coco (Yu et al., 1998) e nas flores de M. virginiana (Chandra
e Nair, 1998).

Varios estudos tém mostrado que este composto apresenta atividade
antineoplasica (Lin et al., 2001) , antimicrobiana (Ho et al., 2001) , anti inflamatoria
(Lin et al., 2007; Wang et al., 2012), atividades antiproliferativas (Jada et al, 2012) e
também como agente indutor de apoptose (lkeda et al., 2002; Xu et al., 2011).

Enquanto o numero de publicacbes que tratam da preparacdo, ocorréncia e
uso do magnolol (Figura 10) é superior a mil, seus derivados naturais mono e dimetil

éteres (11 e 12, Figura 10) somam apenas duas dezenas (Zhang e Tang, 2012)

D
HO
HO HO MeO

10 11 12

MeO

Figura 10. Magnolol (10) e os seus derivados mono (11) e dimetil (12) éter.
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O dehidrodieugenol (Figura 11), € um composto de ocorréncia natural,
bifendlico que apresenta estrutura semelhante a Magnolol. E, também, um
componente bem conhecido do 6leo essencial obtido a partir de flores, folhas e
caule da arvore Syzygium aromaticum cravo ou S. caryophyllata (Mioso et al., no
prelo; Wengiang et al., 2007).

MeO. l S MeO. l = MeO. l G

HO MeO MeO
HO HO MeO.
MeO I X MeO I X MeO I X
13 14 15

Figura 11. Dehidrodieugenol (13) e os seus derivados mono e dimetil éter (14 e 15).

O dehidrodieugenol pode ser preparado por acoplamento oxidativo de
eugenol (Fujisawa et al, 2004; Hernandez-Vazquez, 2011), sendo um composto de
partida valioso para varias drogas (Delogu et al., 2004).

Testes de bioatividade de dehidrodieugenol inclui baixa inibicdo da tirosina
quinase por dehidrodieugenol extraido de madeira Artocapus altilis (Nguyen et al.,
2012), inducao de citotoxicidade e de apoptose, e inibicdo da COX-2 (Okada et al.,
2005); tratamento de céancer e outras neoplasias (Miyazawa e Hisama , 2003; .
Pisano et al., 2007); atividade antibacteriana (Ogata et al., 2005) e atividades anti-
inflamatorias (Murakami et al., 2003).

Destarte, como um resultado destas aplicacdes a salde humana, uma gama
de esforcos tem sido empenhada para a obtencdo do dehidrodieugenol, através da
biotransformacao em cultura de células vegetais (Hernandez - Vaquez et al ., 2011),
por meio de rea¢Bes de radicais (Bortolomeazzi et al., 2010), sintese convencional
(Marques et al., 1998), e biotransformacdo enzimatica utilizando peroxidase
(Krawczyk et al.,1991).

Quimicamente, dehidrodieugenol pode ser parcialmente ou totalmente
metilado para proporcionar outros compostos como o éter dehidrodieugenol
monometilico e éter dimetilico. Embora a sintese do dehidrodieugenol tenha sido
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realizada anteriormente por Fujisawa et al. (2004), até agora nao ha registros sobre
a sintese de seu monometiléter .

A metilacdo exaustiva de dehidrodieugenol fornece sua forma éter dimetilico
(Delogu et al., 2004), um metabdlito secundario encontrado em Nectandra polita,
uma Amazon Lauraceae comum da regidao dos Andes (Suarez et al., 1983). A este
composto sdo atribuidos atividades biol6gicas como analgésico e depressor de
efeitos do sistema nervoso central (Costa et al., 1994), atividades anti-proliferativas e
apoptoéticas em células de melanoma maligno humano (Pisano et al., 2007), bem
como mutagénicos e leishmanicidas (Miyazawa e Misama , 2003).

A forma dehidrodieugenol monometil éter € um neolignana natural encontrada
em algumas espécies de Virola (Kawanishi e Hashimoto, 1981), Magnolia e
Lauraceae (Diaz et al., 1980; Baek et al., 1992; Suarez et al., 1983).

Até recentemente, poucas publicacdes disponiveis foram encontradas sobre a
forma monometil éter do dehidrodieugenol, a excecdo de um estudo sobre a
atividade inibitéria da tirosina quinase (Nguyen et al., 2012) , ndo houve muitos
ensaios de bioatividade descritos quando comparado com o grande numero de
trabalhos publicados de seu homologo fendlico. Uma explicagdo para este fato
poderia ser a baixa incidéncia natural e a auséncia de qualquer proposta sintética.

Devido a importancia destas estruturas na descoberta de novas drogas na
guimica medicinal, a sintese do dehidrodieugenol e de seus derivados continua a
atrair o interesse dos quimicos sintéticos (Bortolomeazzi et al., 2010). No entanto, a
maioria dos métodos classicos para a sintese de compostos bifendis e seus
correspondentes precisam de reagentes dispendiosos, altas temperaturas e tempo
de reacdo prolongado (Sridharan et al., 2011; Zhi et al., 2000). Para superar tais
limitacBes, propbBe-se um procedimento simples, que envolve o acoplamento
oxidativo de eugenol, de forma ecologica e com um tempo de reacao relativamente

curto.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e Solventes

Foram utilizados como reagentes Isoeugenol, Eugenol, Bromoetano, Anetol,
Brometo de Boro, Acido 3,4,5 Trimetdxi-cinAmico, Hidreto de diisobutilaluminio (H-
DIBAL) e Ferrocianeto de Potassio do fornecedor Aldrich®; Trifenilfosfina, Acido
Sulfdrico, Cloreto de Aluminio, Carbonato de Potassio, Hidroxido de Aménio e Acido
Cloridrico da Vetec®; lodeto de metila da Merck® e agua oxigenada 10V ou 3% m/m
de farmécia.

Como solvente foram utilizados Tolueno e Diclorometano da Aldrich®;
Metanol, Dioxano e Acetona da Tedia®; Dimetilformamida (DMF) da Fluka® e agua
de coco verde (Cocos nucifera), utilizada também como fonte do biocatalizador
(peroxidase). Os demais solventes utilizados durante o experimento foram obtidos

de diversos fornecedores (Sigma-Aldrich®, Merck®, Vetec®).

4.2 Métodos de Andlise

4.2.1 Métodos cromatograficos

As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando silica em gel ART
7734 da Merck® (0,063-0,200 mm e 70-230 mesh) com eluicdo a média pressao, em
colunas de vidro cujas dimensfes variaram de acordo com a quantidade de amostra
a ser cromatografada.

As cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas
utilizando cromatoplacas de aluminio com silica gel 60 um da Fluka®.

As revelacdes das substancias nas CCDA foram executadas pela exposicao
das placas a lampada de irradiacdo ultravioleta (UV 254 e 366nm). Também foi
utiliizado como revelador o iodo molecular e solu¢des de cério-molibdénio. O grau de
pureza preliminar das substancias foi evidenciado por CCDA, determinando-o
quando observada uma unica mancha apos revelagao.

Para a concentracdo das solugcbes organicas foram utilizados

rotaevaporadores do tipo Buchler e Bichi.
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4.2.2 Métodos espectrométricos

4.2.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN de *3C) foram obtidos em um dos dois
espectrofotometros VARIAN-NMR-SYSTEM do laboratério multiusuario de
caracterizacdo e andlise (NUCAL/UFPB), que operam a 200 MHz (*H) e 50 MHz
(13C).

As amostras analisadas foram preparadas por dissolucdo em cloroférmio
deuterado (CDCI3) da marca Cambridge Isotope Laboratories. Os deslocamentos
quimicos () foram expressos em partes por milhao (ppm).

As multiplicidades no espectro de RMN de *H foram indicadas segundo as
convencgoes: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), m (multipleto).

4.2.3 Ponto de Fuséao
O ponto de fusdo das substancias foi obtido através de aparelho digital da
Microquimica Equipamentos Ltda, modelo MQAPF-302, com temperaturas variando

de 0-350 °C. Os valores obtidos foram comparados aos da literatura.

4.3 Preparacao da sintese da (-)-Licarina A

=
agua de coco @ OH
(peroxidase)
—>
OMe H,0,
OH
Isoeugenol ()- LlcarlnaA (51%)
5
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REACTIVO PM M(g) Vv Ne de Eq

(g/mol) mMols
Isoeugenol 164.20 5.0 30.45 1.0
H,0, 34.01 0.6 21 mL 18.52 0.6
Agua de coco 10 L
Licarina A 326.15 2.5

Inicialmente a agua de coco, recém-extraida, foi filtrada através de funil com
algodao para um reator de vidro contendo uma barra magnética. Adaptou-se uma
placa agitadora e manteve-se 0 meio reacional em agitacdo magnética, na
sequéncia adicionou-se uma solucdo de isoeugenol (5.0 g, 30.45 mmol, 1
equivalente) em 20 mL de metanol.

Deixou-se em agitacdo magnética durante quinze minutos, em seguida
adicionou-se lentamente, ao longo de quatro horas, 21 mL de 4gua oxigenada 3 %
m/m (0,69, 0.6 equivalente) e deixou-se reagir por 30 minutos adicionais, mantendo-
se em agitacdo magnética. A reacdo foi monitorada por CCDA da fase acetato de
pequenas aliquotas extraidas periodicamente do meio reacional e decantadas em
funil de separacéo (acetato de etila/meio reacional).

Adicionou-se 500 mL de diclorometano e deixou-se em agitacdo por uma
hora, desligou-se o agitador magnético e deixou decantar a fase diclorometano que
foi recolhido através de canula, repetiu-se o procedimento por trés vezes para
garantir a total extracdo do produto em interesse.

As fases diclorometano foram transferidas para um funil de separacéo
contendo 500 mL de solugcdo aquosa saturada de cloreto de sodio, apds agitacdo a
fase diclorometano foi separada e seca em sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada em rotaevaporador a pressao reduzida, resultando um residuo viscoso
que foi submetido a cromatografia em coluna de gel de silica, usando como eluente
uma mistura 80/20 de hexano/acetato de etila.

Massa obtida: 2,5 g

Rendimento: 51% (cristais brancos)

Ponto de fusao: 108°C
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4.4 Preparacdo da sintese da Dihidrocarinatidina

Z
+ agua de c0CO  MeO
(peroxidase)
OMe OMe
H20;
OH OH
Isoeugenol Eugenol Dihidrocarinatidina
5 16 17 (51%)
MeO OH
PM m n? de
REACTIV V (mL
crivo (g/mol) (mg) (m) mMols
Isoeugenol 164.20 203 1.24 1
Eugenol 164.20 215 1.31 1.05
H,0, 3% 34.01 45 15 131 1.05
Agua de coco 1270

Dihidrocarinatidina 326.39 403

Em um grande frasco de vidro filtrou-se a 4gua de quatro cocos verdes recém
abertos (1270 mL). Adicionou-se uma barra magnética e adaptou-se uma placa
agitadora, mantendo-se em agitagao.

Em seguida, adicionou-se a solucdo o eugenol via pipeta pasteur (203 mg).
N&o se observou alteracdo na coloracdo da mistura reacional.

A posterior, sob agitacdo magnética, adicionou-se 1,5mL de 4gua oxigenada
10V via pipeta graduada. Também n&o ocorreu alteragédo na coloracdo da mistura.

Posteriormente, foi adicionada a mistura, ainda sob agitacdo magnética, o
isoeugenol (215 mg), paulatinamente por meio de seringa automatica (2mL/h)
durante aproximadamente 3h30mim. Durante a adicdo do isoeugenol ocorreu,
lentamente, uma mudanca na coloracéo para marrom-alaranjado.

Manteve-se a reacdo em agitacdo magnética e temperatura ambiente por
aproximadamente 3 horas. A reacéo foi monitorada por CCDA aplicando o reagente
e o produto para verificar seus fatores de retencao e observagao do seu término.

Colocou-se a solugdo com o produto num funil de decantacdo, onde foi
realizada a separacdo da fase organica utilizando acetato. A fase aquosa foi
descartada e a fase organica foi seca com sulfato de magnésio (MgSQO,) anidro,

filtrada e concentrada em rotaevaporador.
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A purificagdo do produto foi feita por cromatografia em coluna (CC) em silica
em gel, sob eluicdo com a fase mével Hex:AcOEt aumentando a concentragcdo de
AcOEt de 5% em 5%, observando a total eluicdo do produto por CCDA em
Hex:AcOEt (8:2).

Massa obtida: 206 mg .

Rendimento: 51% (sélido amorfo na cor creme)
4.5 Preparacao da sintese do Conocarpan

4.5.1 Sintese do Sal de fosfonio

A0 QL0

Br N~
—»
Tolueno Br
(Refluxo) C)
Trifenilfosfina Sal de fosfbnio
18 19 (79%)
REACTIVO PM m(g) V(mL) n? de Eq
(g/mol) Mols
Bromoetano 108.97 17.84 12.22 0.1638 10
Trifenilfosfina 262.29 21.48 0.0819 5
Tolueno 50
Sal de fosfonio 371.25 30.97

Inicialmente foi colocado em um baldo volumétrico 50mL de Tolueno, 8,92g
de Bromoetano e 21,48g de trifenilfosfina e deixou-se em refluxo por cerca de 16
horas.

Posteriormente os cristais formados foram identificados por ponto de fusdo
(PF). Desta forma, com um ponto de fusdo aproximadamente igual a 207°C, foi
identificado o sal de fosfonio. Pesou-se o sal obtido, registrando cerca de 24g de sal
preparado.
Rendimento: 79% (cristais brancos)
Ponto de Fuséo: 207°C.
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4.5.2 Sintese do Isochavicol via reagdo de Wittig

on B
\P/\
I BrO

Ph
e

)< Dioxano
0~ H oK N

p-hidroxibenzaldeido

H

20 Isochavicol
21
REACTIVO PM m (g) \" n? de Eq
(g/mol) (mL) Mols
p-hidroxibenzaldeido 122.12 1 0.0082
Sal de fosfonio 371.25 15 0.041
t-BuOK 112.21 46 0.041 5
Dioxano 95
Isochavicol 134.18 1.1

Previamente, o p-hidroxibenzaldeido foi purificado por cristalizacdo, sendo
recristalizado trés vezes, filtrado a frio e seco por cerca de uma semana no
dessecador.

Foi colocado em um baldo volumétrico 15 g de Sal de Fosfdnio, retirou-se o
O, colocando o baldo a vacuo, e encheu-se uma bexiga com N, para a formacao da
atmosfera inerte no baldo.

Com o auxilio de uma seringa, foram colocados 60mL de dioxano para
solubilizar o sal, que ao entrar em contato com o0 solvente se apresentou em um
aspecto leitoso. Em seguida deixou-se o baldo em agitacdo magnética.

Em um segundo baldo, colocou-se 4,69 de terc -butdxido de potassio (BuOK),
também em atmosfera inerte. Solubilizou-se a base com a adi¢cdo, por meio de
seringa, de 25mL de dioxano e alguns minutos de aguecimento.

Seguidamente, transferiu-se a solugédo basica para o baldo que continha a
solucdo de sal de fosfbnio, por meio de uma seringa para a manutencao da
atmosfera inerte do balédo, e deixou-se em agitagéo por 2h.

Em um terceiro balédo, colocou-se 1g de p-hidroxibenzaldeido, em atmosfera

inerte, e acrescentou-se a este 10mL de dioxano para solubilizar.
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Em seguida, adicionou-se, com o auxilio de uma seringa, a solucdo de p-
hidroxibenzaldeido a reacdo em andamento. Deixou-se reagir por cerca de uma
hora.

Apoés uma hora foi feita um placa cromatografica (CCDA) para a observacao
de um possivel produto e foi verificado a formacéo de um produto e a auséncia do p-
hidroxibenzaldeido, o que indicou o término da reagéo.

Em seguida, o baldo foi para o rotaevaporador para concentracao.
Posteriormente, foi colocado no baléo agua, acido cloridrico e acetato de etila para a
separacao da fase organica em um funil de decantacgéo.

O &cido foi colocado para competir com o isochavicol, evitando que 0 mesmo
perdesse seu proton para o meio basico.

Apos a extracdo da fase organica, esta foi seca com sulfato de magnésio
anidro (MgSQ,), foi filtrada e, em seguida, concentrada no rotaevaporador.

Para a purificagdo do produto fez-se uma coluna cromatografica, eluida sob
meédia pressao, utilizando silica em gel como adsorvente. Eluiu-se no sistema de
solventes Hex:AcOEt, em grau crescente de polaridade. As fracdes obtidas em 30%
de acetato foram analisadas por CCDA, as que possuiam o mesmo Rf foram

reunidas.

4.5.3 Sintese do Isochavicol via desprotecédo do Anetol

Me H
BBr;
CH,ClI,
™ ™
Anetol 21
22
REACTIVO PM M(g) V (mL) N¢ DE EQ
(g/MOL) mMOLs

Anetol 148.20 2.0 30.45 1.7
BBr; 250.52 5.1 17.6 1.0
CH,Cl, 100
Isochavicol 134.18 1.8
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Foi colocado em um baldo volumétrico 2g de anetol, em seguida foi
adicionado 100mL de CH)CI,, onde foi observada uma solugdo levemente
amarelada.

Em seguida, foram adicionados, a solucdo de anetol 2mL de BBr3, como o
reagente € muito reativo o procedimento de aplicacdo foi realizado numa capela,
sendo feita a adigdo com o auxilio de uma seringa.

A utilizacdo do BBr3 partiu de referéncias que afirmavam a atuacéo
desprotetora deste reagente (Tzeng e Liu, 2004).

Apbés a adicdo do BBr3 a solucdo mudou sua coloracdo para laranja-
avermelhado. A reacdo foi colocada sob agitacdo e apds 30 minutos a solucdo
mudou sua coloracao para roxo escuro, havendo liberacdo de gas.

Foi realizado o monitoramento da reacédo por CCDA, e foi verificada por UV,
apos 30 minutos de reacao, a formacao de varios produtos com polaridades muito
semelhantes.

N&o foi possivel a purificacdo do mesmo, desta forma né&o foi feito calculo de

rendimento.

4.5.4 Sintese do Conocarpan

OH
agua de coco
(peroxidase)
—> (111}
X
™
Conocarpan
. 23
Isochavicol
21
REACTIVO PM m V (mL) n2 de Eq
(g/mol)  (g) Mols
Isochavicol 134.18 0.62 0.00462
H,0, 3% 34.01 015 5.0 0.00462
Agua de coco 2000
Conocarpan 266.33 1.23 0.00462 1

50 |



Em um grande frasco de vidro colocou-se agua filtrada de seis cocos verdes
recém abertos (2000mL). Adicionou-se em seguida 0,62g de isochavicol, colocou-se
uma barra magnética e adaptou-se uma placa agitadora, mantendo-a em agitacao.
Durante este processo ndo se observou alteracdo na coloracéo da mistura reacional.

Posteriormente, foi adicionada a mistura, ainda sob agitacdo magnética, a
agua oxigenada (5mL), paulatinamente por meio de seringa automatica (2mL/h)
durante aproximadamente 2h30mim. Durante a adicdo da agua oxigenada ocorreu,
lentamente, uma mudanca na coloracdo a reacao para um marrom-alaranjado.

Manteve-se, em agitacdo magnética e em temperatura ambiente, a reacdo
por mais uma hora e meia. Fez-se o0 acompanhamento da reacgao realizando CCDA,
onde foi observado o Rt do reagente e do produto para a confirmacao do término da
reacao.

Apébs o término da reacao, a solucéo foi colocada em um funil de separacao,
para a extracdo do produto utilizando agua e acetato de etila. O produto extraido na
fase organica foi seco com MgSO, anidro, e concentrado no rotaevaporador.
Posteriormente, foi realizada cromatografia em coluna para sua purificacéo.

A coluna cromatografica foi eluida sob média presséo, utilizando silica em gel
como adsorvente e o sistema de solventes Hex:AcOEt, em grau crescente de

polaridade.

4.6 Preparacao da Sintese da langambina

4.6.1 Sintese do Metil-éster do acido p-hidroéxi-ferulico

HO. O MeO. O MeO. O

AlCl,

AN H,SO,4 AN > N
CH,Cl,, rt

MeOH =2
MeO OMe MeO OMe MeO OMe
OMe OMe OH
acido 3,4,5-trimetoxicindmico Sinaptato de metila
2 25 (60%)
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Reactivo PM m (g) V (mL) N° de Eq

(g/mol) mMols
A 238.24 2.0 8.4 1.0
Ac. Sulfarico  98.07 0.82 8.4 1.0
Metanol 62
AlCl; 133.34 2.0 15
CH,Cl, 40
B 238.24 2.0

Inicialmente foi diluido o &cido trimetoxicindmico em metanol seco. Formou-se
uma solucéo incolor. Em seguida, foi adicionado cuidadosamente, pelas paredes
internas do baldo, o &cido sulfurico. A solucdo manteve seu aspecto limpido, com
um tom suavemente amarelado.

Adaptou-se o condensador de refluxo, em manta de aquecimento, e manteve-
se a solucdo em ebulicdo durante 6 horas, realizando o monitoramento da reacéo
por CCDA, onde foi observado o completo consumo do acido de partida e a
formacao de um produto menos polar numa solucao de coloragédo amarronzada.

Eliminou-se o metanol em rotaevaporador acrescentando dioxano para
melhor arrastar o metanol sem secar totalmente o produto no balao.

Seguidamente, adicionou-se o0 diclorometano e o cloreto de aluminio
diretamente a boca do baldo em pequenas porcdes, onde foi observado um
desprendimento de gés.

Deixou-se a reacdo sobre agitacdo por l4horas. Apés a observacdo dos
fatores de retencdo de reagentes e produtos em placa de CCDA, utilizada para
monitoramento da reacao, foi realizada a extracdo do produto com éter e 4gua com
gelo. A fase organica foi seca em sulfato de sodio anidro e concentrada em
rotaevaporador.

Para a purificacdo do produto formado foi feita uma coluna cromatografica sob
eluicdo com a fase movel em 50% de CH,CI, e 50% de Hexano.

Massa obtida: 1,2 g

Rendimento: 60% (cristais amorfos, branco amarelados)
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4.6.2 Sintese do Alcool sinapilico

MeO HO
X X
H-DIBAL
ﬁ
Dioxano
MeO OMe MeO OMe
OH OH
Sinaptato de metila Alcool sinapilico
25 26 (81%)
Reactivo PM m(g) V(mL) N° de Eq
(g/mol) mMols
B 238.24 1.2 5.0 1.0
H-DIBAL 142.22 11 20.1 4
Dioxano 5
alcool 210.23 1.1
sinapilico

Primeiramente, o éster (25) foi diluido em dioxano num baldo de fundo
redondo. O baldo foi colocado em um banho de gelo num recipiente adaptado sobre
o agitador magnético, e sob agitacdo foi se adicionando, cuidadosamente, uma
solucdo de H-DIBAL diluida em tolueno.

Observou-se que a solucdo de H-DIBAL diluida em tolueno inicialmente
apresentou uma coloracdo amarelo claro meio turva, e mudou para uma tonalidade
um pouco mais forte, conforme a adi¢do do DIBAL ocorria. Também foi observado
um aumento na temperatura da reagao.

Deixou-se em agitacao por lhora e 20 minutos, fez-se um leve aquecimento
do baldo com a reacdo, e o acompanhamento da reacdo por CCDA, onde foi
observada a formacéo do produto pela diferenca de Ry.

Foi realizada a extracdo da fase organica utilizando agua com 5mL de
HCI(1M) e acetato de etila. O processo de extracao foi realizado 3 vezes para evitar
perdas. A fase organica foi seca com MgSO, anidro, filtrada e concentrada em
rotaevaporador.

Massa obtida: 0,899

Rendimento: 81% (6leo amarelado)
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4.6.3 Sintese do Seringaresinol

H Me
MeO
HO.
. EOLS
AN agua de coco :
(Peroxidase) %
H20, /8
H =
MeO OMe
OH OMe
Alcool MeO OH
sinapilico
26 (+)-Seringaresinol
27 (20%)
Reactivo PM m (g) Vv N° de Eq
(g/mol) mMols
Alcool 210.23 0.80 4.2 1.0
sinapilico
H,0; 3% 34.01 0.14 4.8mL 4.2 1.0
Agua de coco 6L

Seringaresinol 418.44 0.79

Em um recipiente grande filtrou-se a agua de 13 cocos verdes recém-abertos
(6L). Adicionou-se uma barra magnética e adaptou-se uma placa agitadora,
mantendo-se a agitacao.

Em seguida, adicionou-se uma solucéo de alcool sinapilico via pipeta pasteur
(0.80g em 8mL de metanol). Até este momento ndo foi observada nenhuma
alteracdo na coloracdo da mistura reacional, notou-se, apenas, que a solucéo
alcoolica ficou esbranquicada ao entrar em contato com a agua de coco, talvez
devido a pouca solubilidade do alcool neste meio.

Posteriormente, sob agitacdo magnética, adicionou-se a agua oxigenada 10V,
gota-a-gota durante 20 minutos, sendo observado uma gradual alteracdo na
coloracdo, onde a mistura apresentou tons amarelados.

Manteve-se em agitacdo magnética e temperatura ambiente por 15 horas. Ao
final a reacdo apresentou uma coloragcdo marrom-avermelhado.

Para a extracdo do produto foi colocado diclorometano no recipiente e uma
canula na rolha da base para retirar a fase organica que ficou depositada no fundo
(Figura 12).
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Figura 12. Extracdo da fase organica pela canula.

Em seguida, foi realizada uma segunda extracdo com &gua salgada, para
uma melhor separacédo da fase organica, em uma ampola de separacéo de 3L.

A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada para um baléo
volumétrico onde foi concentrado em rota evaporador. Para a verificacdo do produto
formado foi feia uma placa de CCDA. Logo apls foi realizada uma coluna
cromatografica para a purificacdo do produto sob eluicdo com a fase mével em 7:3
Hex:AcOEt.

Massa obtida: 0,169

Rendimento: 20%

4.6.4 Sintese da langambina

Me
H
Me Me
MeO MeO
7 CHsl T H
P K2CO3 ~
T Acetona
OMe OMe
MeO
MeO
Yy OMe
(+)-Seringaresinol langambina
27 28 (73%)
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Reactivo PM m (g) \Y N° de Eq

(g/mol) mMols
Seringaresinol 418.44 0.10 0.24 1.00
K,CO3 137.91 0.06 0.48 2.00
CHsl 141.93 0.07 0.48 2.00
Acetona 20mL

langambina 446.19 0.11

Inicialmente o seringaresinol foi dissolvido em 15mL de acetona e carbonato
de potéassio anidro. Em seguida, a solucdo foi submetida a agitacdo em temperatura
ambiente. Logo apds, uma solucéo de iodeto de metila diluida em 5 mL de acetona
foi adicionada gota a gota a mistura, sendo mantida a agitacdo magnética, na
temperatura ambiente, durante 5h.

Posteriormente, foi realizada a extracdo do produto utilizando agua com 5mL
de HCI(1M) e acetato de etila. O processo de extracdo foi realizado 3 vezes para
evitar perdas. A fase orgéanica foi seca com MgSO, anidro, filtrada e concentrada em
rotaevaporador.

O produto foi purificado por coluna cromatografica contendo silica em gel, sob
eluicdo com a fase movel em 8:2 Hex:AcOEt.

Massa obtida: 0,089

Rendimento: 73%

4.7 Preparacao da sintese do Dehidrodieugenol monometil e dimetil éter

4.7.1 Sintese do Dehidrodieugenol

MeO >
MeO =~ Ks[Fe(CN)gl
NH,OH
> HO
HO H,O/acetona HO
Eugenol Il O
16
MeO X
Dehidrodieugenol
29 (60%)
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REACTIVO PM m (g) V  n2de Eq

(g/mol) (mL) mMols
Eugenol 164.20 16.4 100 1.00
Ks[Fe(CN)e] 328.84 32.9 100 1.00
Acetona 160
NH;OH 35.04 250

Dehidrodieugenol 326.15 16.3

Em um erlenmeyer contendo 32,99 de ferrocianeto de potassio, adicionou-se
agua destilada fervente até a quantidade minima necessaria para a completa
dissolucéo do soluto. Formou-se 145mL de uma solugéo saturada, que foi mantida
sobre placa aquecida. Esta dissolucdo foi transferida lentamente para um balédo
contendo uma solucédo de 16,4g de eugenol em 160mL de acetona, 80mL de agua
destilada e 250mL de hidréxido de aménia 25%. A mistura reacional foi mantida em
agitacdo magnética durante 5 horas.

Posteriormente, o NH,OH foi neutralizado com HCI concentrado (220mL)
observando-se a formacdo de um precipitado, que foi separado através de placa
filtrante e lavado trés vezes com agua destilada.

Em seguida, foi feita a recristalizacdo em etanol absoluto o que resultou em
escamas cristalinas incolores.

Massa obtida: 9,89

Rendimento: 60%

Ponto de fusado: 105°C

4.7.2 Sintese do monometil éter do dehidrodieugenol

MeO _ MeO =
O CHyl

HO KoCO5  Me©
HO.
HO. DMF O
MeO E X MeO N
29 Dehidrodieugenol
monometiléter
30 (48%)
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REACTIVO PM m (g) v nede  Eq

(g/mol) (mL) mMols
Dehidrodieugenol 326.15 3.26 10 1.00
K,CO3 137.91 2.76 20 2.00
CH;l 141.93 2.84 20 2.00
DMF 40

Dehidrodieugenol 340.17 3.4
monometiléter

Inicialmente foi misturado o dehidrodieugenol com 30mL de dimetilformamida
(DMF) e carbonato de potassio anidro. Em seguida, a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Logo apds, uma solucdo de iodeto de
metila em DMF (10mL), foi adicionada gota a gota a mistura, sendo mantida a
agitacdo magnética, na temperatura ambiente, durante 4h.

Posteriormente, a mistura reacional foi transferida para um funil de separacéo
contendo 100mL de uma solucdo aquosa de HCI 5%, sendo extraida trés vezes com
acetato de etila, para facilitar a separacgéao foi acrescentado um pouco de sal.

A fase organica foi seca com MgSO, anidro, filtrada para um baldo e
concentrada em rotaevaporador a pressao reduzida.

O produto foi purificado por cromatografia em coluna contendo silica em gel,
utilizando como eluente a fase mdével Hex:AcOEt, aumentando a concentracao de
10% em 10%, conforme o monitoramento de cada amostra coletada por meio de
placas de CCDA. A total eluicdo do produto em interesse ocorreu em Hex:AcOEt
(8:2).

Massa obtida: 1,659

Rendimento: 48% (liquido viscoso)
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4.7.3 Sintese do dimetil éter do dehidrodieugenol

MeO =
MeO. P O
e

MeO
K,CO
HO e MeO
HO. DMF O
O MeO X
MeO X -
29 Dehidrodieugenol
dimetiléter
31 (14%)
REACTIVO PM m (g) Vv n? de
Eq
(g/mol) (mL) mMols
Dehidrodieugenol 326.15 3.26 10 1.00
K,CO3 137.91 2.76 20 2.00
CH;l 141.93 7.10 50 5.00
DMF 100
Dehidrodieugenol 354.18 3.5
dimetiléter

Apos a purificacdo do dehidrodieugenol monometil, as demais fracdes foram
reunidas e metiladas novamente com iodeto de metila numa proporcédo de 5:1. A
reacao foi deixada em agitacdo magnética, sob temperatura ambiente, por 24 horas.

Foi feita uma placa em CCDA em Hex:AcOEt (8:2) para a verificacdo do
produto desejado e foi observado a formagcdo de manchas menos polares que o
dimero do eugenol.

A purificacdo do produto foi feita por CC, contendo silica em gel. A total
eluicdo do mesmo foi observada em 30% de acetato, na fase mével Hex:AcOEt.

Este foi concentrado e pesado para calculo de rendimento.

Massa obtida: 0,5 g

Rendimento: 14% (sélido branco)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese da (-)-Licarina A

A obtencao seletiva da (-)-Licarina A quando da utilizacdo da 4gua de coco
verde, ndo seria possivel sem a presenca de algum ingrediente que reconhece e
orienta a enantiosseletividade da reacdo. A candidata mais provavel para esta
orientacdo seria uma proteina auxiliar, uma sintetase presente no meio natural,
ausente na peroxidase purificada comercialmente.

O par de enantibmeros SR e RS da licarina A ndo sdo observados,
provavelmente sua formacao é prejudicada pelo impedimento estéreo cis entre 0s
substituintes fenil e metil do nucleo benzofuranico, essa auséncia é prontamente
confirmada porque o par de enantidbmeros SS e RR séo facilmente diferenciados de
seus diasteroisdmeros SR e RS por simples observacao dos espectros de RMN. Ja
o par de isbmeros SS/RR sdo imagens espectrais um do outro e s6 podem ser

diferenciados pelo seu poder rotatorio, 0 mesmo se aplica ao par SR/RS (Figura 13).

espelho

Y

OMe OMe MeO oM
O O
(S OH HO o
(R
(s) c

(E) (E)

e

Figura 13. Estereoisomeros da Licarina.

A comprovacdo de que a reacao realizada foi estereosseletiva, so é viavel

pela constatacao, via poder rotatorio, de que a licarina produzida é a (-)-Licarina A.
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Observa-se que o ponto de atuacédo da enzima € a hidroxila da posi¢céo para,
sua auséncia, substituicdo ou protecdo torna o composto inativo ao mecanismo
enzimatico. Os diversos radicais formados ficam entdo disponiveis para dimerizar,
onde varias combinacdes sdo possiveis, cada uma com a producdo do dimero
correspondente (Heriksen et al. 1999).

Desta forma, é preparado, em um UuUnico passo, sem necessidade de

resolucao de mistura racémica, uma das formas da licarina, a (-)-Licarina A.
5.1.1 Dados espectrais

Poder rotatorio:
a®p = -20° (CHCl3; ¢ = 1,0)
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Tabela 1. Dados espectrais de *H e **C da (-)-Licarina A
OMe

OMe

OH

C 8¢ 6u

1 132,16 -

2 108,88 6,96 (2H, s)

3 146,52 -

4 144,11 -

5 114,04 6,75 (2H, d, J=3,8Hz)

6 119,93 6,75 (2H, d, J=3,8 Hz)

7 93,76 5,08 (1H, d, J=9,5Hz)

8 45,59 3,43 (1H, dq, J=9,5Hz; 6,8Hz)

9 17,52 1,36 (3H, d, J=6,8Hz)

v 132,04 -

2’ 109,17 6,88(2H, s)

3 145,74 -

& 146,52 -

5 133,23 -

6’ 113,30 6,88 (1H, s)

7 130,89 6,39 (1H, d, J=15,7Hz)

g 123.46 6,09 (1H, dq, J= 6,4Hz;

’ 15,7Hz)

9 18,35 1,85 (3H, d, J=6,4Hz)

OMe-3/3’ 55,89 3,86 (3H, s)

O espectro de RMN de 'H, (Tabela 1; Figura 15) da Licarina A apresentou
sinais referentes a hidrogénio de duas metilas, sendo uma ligada a um carbono sp

(5 1,36, d, J=6,8Hz) e a outra, mais desprotegida, ligada a um carbono sp? (5 1,85,

d, J=6,4 Hz).

Também foram observados sinais caracteristicos de um anel hidrofuranico (&

3,43, dq, J=9,5 e 6,8 Hz; 8 5,09, d, J=9,5 Hz).

Na regido dos hidrogénios metoxilicos, observou-se sinais referentes a duas

metoxilas ligadas a carbono sp? (3 3,86, s).
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Na regido dos hidrogénios ligados a carbonos sp?, foram observados sinais de
hidrogénios olefinicos a e 3, de um grupo propenila ligado ao anel aromatico (6 6,39,
d, J=15,7 Hz; & 6,09, dq, J=6,4 e 15,7 Hz).

O espectro de RMN de *3C (Tabela 1; Figura 14), mostrou a presenca de 20
carbonos, sendo 2 metilicos (C-9/9’), 1 metinico (C-8), 2 metoxilicos (OMe-3/3’), 1
oxibenzilico (C-7), e 14 que apresentam deslocamentos quimicos tipicos de
carbonos sp?, sendo que 12 carbonos correspondem a 2 anéis aromaticos e 2
carbonos (C-7°/8’) ao grupo propenila.

A comparagéo entre o espectro obtido e os encontrados na literatura (Pereira

et al., 2011) confirmam a formacao da (-)-Licarina A.

J. of Chromatography A, Vol. 1218, (-)-Licarina A — Experimento

No. 39, 7051-7054, 2011 LCSD#1
C 4&tomo C RMN (CDCl3, 100 MHz) 13C RMN (CDCl;, 50 MHz)
1 132,16 132,13
2 108,88 108,88
3 146,52 146,48
4 144,11 144,08
5 114,04 114,00
6 119,93 119,93
7 93,76 93,80
8 45,59 45,60
9 17,52 17,50
1 132,04 132,00
2' 109,17 109,10
3 145,74 145,70
4 146,52 146,48
5' 133,23 133,20
6' 113,30 113,23
7 130,89 130,87
8' 123,46 123,44
9 18,35 18,39
MeO- 55,89 55,89
3/3'
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Figura 14. Espectro de **C-RMN (APT) da (-)-Licarina A (CDCls, 50,3 MHz).
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Figura 16. Expanséo do espectro de *H-RMN da (-)-Licarina na regi&o de 6,95 a

6,75 ppm (CDCl3, 200 MHz).

65.88

Figura 17. Expans&o do espectro de *H-RMN da (-)-Licarina na regiéo de 6,4 a 6,0
ppm (CDCl3, 200 MHz).

6.4 6.3

Figura 18. Expansdo do espectro de *H-RMN da (-)-Licarina A na regido de 2,0 a

1,80 ppm (CDCls, 200 MHz).
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5.2 Sintese da Dihidrocarinatidina

Apos a reacado de sintese da Dihidrocarinatidina, foi observada a formacao de
uma mistura da Licarina com a Dihidrocarinatidina. No entanto, ndo foi possivel a
total purificacdo do produto desejado por cromatografia em coluna, devido a
semelhanca de polaridades entre as duas substancias.

Posteriormente, foi realizada a mesma reacdo e 0 mesmo procedimento
experimental aumentando a quantidade de eugenol, onde na reacdo anterior a
proporcdo equivalente era de 1:1, aproximadamente, de eugenol:isoeugenol, na
segunda reacéo passou a ser de 5:1 eugenol:isoeugenol.

Nesta segunda tentativa, foi observada novamente uma mistura de Licarina
com a Dihidrocarinatidina, comprovando a dificuldade de separacdo desses dois
compostos utilizando a cromatografia em coluna. No entanto, foi verificado que a
qguantidade de dihidrocarinatidina formada, na segunda tentativa, foi maior do que de

Licarina, quando comparada a reacao anterior.
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5.2.1 Dados espectrais

Tabela 2. Dados espectrais de *H e **C da Dihidrocarinatidina

C B¢ By

1 131,97 -

2 108,89 6,88 (2H, s)

3 146,60 -

4 145,65 -

5 114,00 6,77 (2H, d, J=3,7Hz)

6 119,88 6,77 (2H, d, J=3,7Hz)

7 93,67 5,06 (1H, d, J=9,8Hz)

8 45,66 3,50 — 3,45 (1H, m)

9 17,48 1,36 (3H, d, J=6,8Hz)

1 133,18 -

2 111,74 6,88 (2H, s)

3 144,05 -

4 108,89 -

5 133,18 -

6 115,53 6,97 (1H, sl)

7 40,12 3,37 (d, J=6,7Hz)

, 5,07 (ddt, J=6,7;10,1 e

8 137,83 17.1H2)

o' 115,53 5,17 — 5,06 (3H, m)
OMe-3/3’ 55,84 3,85 (1H, s)

O espectro de RMN de 1H, (Tabela 2; Figura 22) da Dihidrocarinatidina, assim
como o da Licarina A, apresentou sinais referentes a hidrogénio de duas metilas,
sendo uma metila ligada a um carbono sp® (5 1,36, d, J=6,8Hz) e a outra, bem mais
desprotegida, ligada a um carbono sp? (3 5,17-5,06, m).

Também foram observados sinais caracteristicos de um anel hidrofuranico (&
3,50-3,45, m; 8 5,06, d, J=9,8 Hz).

Na regido dos hidrogénios metoxilicos, observou-se sinais referentes a duas

metoxilas ligadas a carbono sp? (3 3,85, s).
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O espectro de RMN de *3C (Tabela 2; Figura 19), mostrou a presenca de
picos de carbono caracteristicos da Licarina em & 130,9 (C-7’), 6 123,4 (C-8) e &
18,39 (C-9’); assim como picos peculiares da Dihidrocarinatidina & 40,12 (C-7’), &
137,83 (C-8) e 6 115,53 (C-9)).

Além desses deslocamentos caracteristicos, observa-se algumas diferencas
entre os picos do carbono 4’ dessas substancias, onde verifica-se que C-4’ da
Dihidrocarinatidina apresenta uma grande diferenca no deslocamento quimico
comparado ao C-4’ da Licarina, isto se deve ao fato da dupla terminal na estrutura
da Dihidrocarinatidina n&o participar da ressonancia do anel aromético no nucleo
bezofuranico, evento ocorrido na estrutura quimica da Licarina A.

A comparacao entre o espectro obtido e o dados da literatura (Morais et al.,

2009) confirmam a formacéo da dihidrocarinatidina.

J. Braz. Chem. Soc., Vol. 20, No. 6, Experimento LCSD#2

1110-1118, 2009
C atomo ™*C RMN (CDCl;, 50 MHz) 3C RMN (CDCl;, 50 MHz)
1 132,2 131,97
2 108,9 108,89
3 146,7 146,60
4 145,7 145,65
5 114,0 114,00
6 119,9 119,88
7 93,7 93,67
8 45,8 45,66
9 17,4 17,48
1 133,5 133,18
2' 111,8 111,74
3 144,0 144,05
4 108,9 108,89
5 133,2 133,18
6' 115,6 115,53
7' 40,2 40,12
8' 137,9 137,83
9 115,6 115,53
MeO- 55,9 55,84
3/3'
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m

igura 19. Espectro de **C-RMN (APT) da Dihidrocarinatidina (CDCls, 50 Mhz).
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Figura 20. Expanséo do espectro de **C-RMN (APT) da Dihidrocarinatidina na
regido de 147 a 129 ppm (CDCl3, 50 Mhz).
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Figura 21. Expans&o do espectro de **C-RMN (APT) da Dihidrocarinatidina na
regido de 116 a 106 ppm (CDCls, 50 Mhz).
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Figura 22. Espectro de *H-RMN da Dihidrocarinatidina (CDCls, 200 Mhz).
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Figura 23. Expanséo do espectro de *H-RMN da Dihidrocarinatidina na regiéo de
7,0 a 6,3 ppm (CDCl3, 200 Mhz).
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Figura 24. Expansdo do espectro de *H-RMN da Dihidrocarinatidina na regido de

5,20 a 4,75 ppm (CDCls, 200 Mhz).
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Figura 25. Expanséo do espectro de *H-RMN da Dihidrocarinatidina na regiéo de
3,45 a 3,00 ppm (CDCl3, 200 Mhz).
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5.3 Sintese do Conocarpan
5.3.1 Sintese do Isochavicol via reacdo de Wittig

Georg Wittig em 1979 recebeu o prémio Nobel de Quimica por seu trabalho
em compostos organicos contendo fosforo. A reacdo de Wittig tem como objetivo
transformar um aldeido ou uma cetona em um alceno (Silveira, 2010).

Como a reacdo de Wittig € completamente regiosseletiva e é um dos
melhores métodos para preparacado de alcenos, esta foi uma escolha pensada para
a sintese do Isochavicol.

Nesta reacdo o reagente transformador do aldeido em um alceno € um
composto quimico chamado de ilideo de fosforo, fosforano ou ainda ileto de fésforo.

Os ilideos de fosforo sdo preparados através de duas reacdes. A primeira €
uma reacdo Sn2 entre um haleto de primario com o nucledfilo trifenilfosfina. A
segunda reacao envolve um processo acido-base, onde uma base de Lewis captura
um hidrogénio ionizavel (Silveira, 2010).

Nas reacdes realizadas foram utilizados o bromoetano como haleto primario e
o terc -butéxido de potassio como uma base de Lewis.

73 |



Ph
Ph
\ Ph
P< \+/Ph
Ph Br  "~ph
> |
?5 e~ 2
CH 3
TRogliG

Figura 26. Par de elétrons néo ligante do fésforo ataca a retaguarda do

bromoetano.
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Figura 27. Formacéao do llideo de fosforo.
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Figura 28. Mecanismo de transformacédo do p-hidroxibenzaldeido.

Logo apos a purificacdo do isochavicol, ap6s a reacdo de Wittig, foi realizada
a sintese do conocarpan, mesmo antes de se confirmar o espectro do isochavicol, a
fim de se evitar a formacao de subprodutos devido a sua instabilidade.

No entanto, houve a formagdo de muitos derivados do conocarpan com
polaridades semelhantes, e, portanto, de dificil purificacao.

Foi verificado, posteriormente com o uso do espectro de H' e C® do
isochavicol, que o0 mesmo j& estaria impuro com a formagéo de outros subprodutos,

0 que, provavelmente, justifica a formacéo de impurezas na sintese do conocarpan.
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5.3.2 Sintese do Isochavicol via desprotecdo do Anetol

O anetol (trans-1-metoxi-4-(1-propenil)-benzeno) ou trans-anetol € uma
substancia flavonoide, oxidante aromatico natural, presente numa variedade de
extratos de plantas medicinais (Polzin et al., 2007). O anetol € o principal constituinte
de muitos 6leos essenciais derivados de plantas medicinais, como C. zehntneri,
Pimpinella anisum L., lllicium verum (anis-estrela), Foeniculum vulgare (fennel)
(Poon e Freeman, 2006; Cosge, Kiralan e Gurblz, 2008) e Artemisia dracunculus
(tarragon) (Duke, 1992).

A utilizagdo do anetol para a formagéo do isochavicol partiu do interesse de
se realizar uma reacdao rapida, com menos passos reacionais, a fim de se dificultar a
formacdo de subprodutos do isochavicol. Esta sintese foi feita por meio da
desprotecao da metila do anetol utilizando o brometo de boro.

Na sintese do Magnolol, por meio de acoplamento oxidativo, Tzeng e Liu
(2004) utilizou brometo de boro para a formacdo do 4-alilfenol (Figura 29), o
precursor que ira dimerizar para formar quatro neolignanas diferentes incluindo o

magnolol (Figura 30).

Me H
BBI’3
Anetol Alilfenol
22 32

Figura 29. Preparacéo do 4-alilfenol.
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Figura 30. Acomplamento oxidativo do 4-alilfenol pela peroxidase.

Por meio deste mecanismo, houve a pretensdo de se desenvolver a sintese
do conocarpan.

No entanto, apesar do novo método utilizado ter sido mais rapido, ainda assim
houve a formacdo de muitas impurezas na sintese do isochavicol, o que dificultou os
passos reacionais seguintes para a producdo da substancia de interesse, o

conocarpan.

5.4 Sintese da langambina

5.4.1 Sintese do Metil-éster do acido p-hidroxi-ferulico

Como primeira etapa da sintese da langambina, tem-se a metilacdo na
carboxila do acido 3,4,5-trimetoxicindmico para a formacao do éster correspondente.
Para tanto, utilizou-se o metanol (MeOH) como doador grupo da metoxila, que foi
adicionado em excesso para que se certificasse a formacdo do produto desejado,
apos o término da reagéo.

A metilagdo, por meio da reagdo de alquilagéo, na carboxila do &cido para a

formacado do éster derivado, tem como funcéo prevenir a formacéo da hidroxila na
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posicdo para do anel aromatico na préoxima etapa da sintese. Desta forma, ocorre a
alteracdo da reatividade da molécula para a preparagdo da substancia de interesse.

A reacdo ocorre em meio acido, via substituicdo nucleofilica Sn2. O acido
sulfarico também atua na desprotecdo da posicdo para de compostos aromaticos,
contribuindo, desta forma, para a préxima etapa da reacao.

Terminado a primeira etapa, o metanol foi eliminado no rotaevaporador,
sendo arrastado juntamente com o dioxano que foi acrescido a reacdo para facilitar
a saida do metanol.

Na segunda etapa o diclorometano e em seguida o cloreto de aluminio foram
adicionados em excesso estequiométrico. Durante este processo, foi observado um
desprendimento abundante de gas, que pode ser explicado pela reacdo exotérmica
de solubilizac&o do AICl3, assim como pela formacdo de HCI gasoso.

Nesta reacao foi realizada a desprotecao seletiva da posicéo para do éster do
acido 3,4,5-trimetoxi-cin@mico, utilizando, para isso, o cloreto de aluminio e o
diclorometano. Segundo Negi et al. (2005), este € um método simples e eficiente
para a desprotecdo regioseletiva em acil-benzenos p-metoxilados, sendo este um
método frequentemente usado em moléculas complexas, pois a desprotecdo em
para é facilitada pela natureza retiradora de elétrons da carbonila complexada com o
acido de Lewis (AICI3), promovendo a deslocalizacdo de elétrons no sistema
conjugado e favorecendo a reatividade para- dirigida.

Entretanto, esta reacdo ndo ocorreria com grupos carboxila livres, o que
justifica a metilacdo prévia desenvolvida na primeira reacdo. Desta forma, houve
desmetilacdo seletiva no grupo 5-metoxi, enquanto os demais grupamentos

metoxilas permaneceram inalterados.

5.4.2 Sintese do Alcool sinapilico

Apbs a purificagdo do éster, foi realizada a terceira etapa da sintese, onde foi
feita a preparacdo do alcool sinapilico, precursor das lignanas. Para tanto foi
utilizado o hidreto diisobutilaluminio (DIBAL-H) em dioxano. O DIBAL-H & um
reagente muito util para a conversdo de ésteres em aldeidos e alcoois (Winterfeldt,

1975). Segundo Quideau e Ralph (1992), este procedimento de redugdo com
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DIBAL-H é um método simples e eficiente na conversédo de ésteres cinamicos em
alcoois coniferilico, sinapilico e p-cumarico.

Partindo destes conhecimentos, foi utilizado DIBAL-H em excesso (4 eq),
sendo adicionado gota a gota no sob baixa temperatura, devido a sua alta
reatividade. Apds uma hora e vinte de reacéo, foi possivel a observacao de um Unico
produto (P) por meio da verificagdo da placa de CCDA (Figura 31), podendo ser este

o alcool sinapilico.

Figura 31. Placa corrida em 7:3 Hex:AcOEt (UV 254 e 366nm)

5.4.3 Sintese do Seringaresinol

Apés a formacao do alcool sinapilico, a proxima etapa para a formacao do
seringaresinol ira ocorrer por meio de acoplamento oxidativo biocatalizado pela
enzima peroxidase da agua de coco. Como descrito no capitulo 2 - Identificacdo da
proposta, o acoplamento ira ocorrer de forma estereoseletiva, levando a formacéo
de um dimero estereoespecifico do &lcool sinapilico.

Inicialmente a reacdo apresentou tons amarelados e ao final, apresentou uma
coloracdo marrom—avermelhado, sendo verificada a formacdo do seringaresinol e de

outros produtos intermediarios por CCDA (Figura 32).

Figura 32. Placa corrida em 3:7 Hex:AcOEt (UV 254 e 366nm).
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Na figura 32 observa-se que o alcool sinapilico (A) ndo se apresenta como
uma substancia pura, como da placa da figura 31, este fato pode ser explicado pela
instabilidade do alcool que deve ser acondicionado em geladeira, conforme

recomendado pela Sigma-Aldrich.

5.4.4 Sintese da langambina

Uma vez obtido o seringaresinol, foi realizada a metilacao para a formacéo da
langambina. Para isso, foi utilizado o iodeto de metila, reagente tradicionalmente
usado para a metilacao de fendis e acidos carboxilicos.

A utilizacdo do lodeto de metila provém de seu efeito estérico disponivel ao
ataque por nucledfilos, além disso, o iodo € um bom grupo labil.

Na sintese da langambina o K,COsg, utilizado como base, remove o préton
acido para formar o anion fenéxido, o qual serve como um nucled6filo na substituicao
Sn?

A utilizacdo de dois equivalentes do iodeto de metila resultou, apos 5h de
reagdo, na metilagdo total do seringaresinol, levando, desta forma, a formagéo da

langambina com um rendimento de 73%.

79 |



5.4.5 Dados espectrais

Tabela 3. Dados espectrais de *H e *C do &lcool sinapilico

OMe

C B¢ B

1 134,64 -

2 103,20 6,59 (2H, s)

3 147,04 -

4 131,44 -

5 147,04 -

6 103,20 6,59 (2H, s)

7 128,15 6,52 (1H, d, J=15,8Hz)

8 126,50 6,25 (1H, dt, J=15,8;5,6Hz)

9 63,72 4,29 (2H, d, J=5,6Hz)
OMe-3/5 56,18 3,83 (6H, s)

7

Comparando o espectro obtido com os dados da literatura € possivel

confirmar a formacao do alcool sinapilico (Feng et al., 2006).

Chin. J. Chem., Vol. 24, 215-218, 2006 Experimento LCSD#3

Catomo  C RMN (CDCls, 75 MHz)
134,5
103,1
146,9
131,0
146,9
103,1
128,0
126,4
63,4
MeO-3/5 56,0

© 00 N O Ol W DN P

13C RMN (CDCls, 50 MHz)

134,64
103,20
147,04
131,44
147,04
103,20
128,15
126,50
63,72

56,18
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Figura 33. Espectro de **C-RMN (APT) do Alcool Sinapilico (CDCls, 50 Mhz).
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Figura 34. Espectro de *H-RMN do Alcool Sinapilico (CDCls, 200 Mhz).
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Figura 35. Expans&o do espectro de *H-RMN do Alcool Sinapilico na regiéo de 6,34
a 6,14 ppm (CDCls, 200 Mhz).
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Tabela 4. Dados espectrais de *H e **C do Seringaresinol

C B¢ By
1 54,28 3,18-2,92 (2H, m)
2 86,09 4,70 (2H, d, J=4Hz)
4 71,75 4,26 (4H, dd, J=8,9;6,7Hz)
5 54,28 3,18- 2,92 (2H, m)
6 86,09 4,70 (2H, d, J=4Hz)
8 71,75 4,26 (4H, dd, J=8,9;6,7Hz)
17e1” 131,99 -
2e2” 102,55 6,56 (4H, s)
3e3” 147,08 -
4eq” 134,17 -
5¢5” 147,08 -
6 e6” 102,55 6,56 (4H,s)
OMe-3' e 3"/5 e 5" 56,29 3,87 (12H, s)
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A comparacao entre o espectro obtido e o dados da literatura (Deyama, 1983)

confirmam a formagé&o do Seringaresinol.

Chem. Pharm. Bull, Vol. 31, No. 9, Experimento LCSD#4
2993-2997, 1983
C 4&tomo C RMN (CDCls, 50 MHz) 3C RMN (CDCl;, 50 MHz)
1 53,8 54,28
2 85,3 86,09
4 71,1 71,75
5 53,8 54,28
6 85,3 86,09
8 71,1 71,75
17e1” 131,5 131,99
2’e2” 1039 102,55
3e3” 1479 147,08
4e4” 1350 134,17
5eb5” 1479 147,08
6’e6” 1039 102,55
OMe- 56,1 56,29
313”7 e
5’5"

Figura 36. Espectro de **C-RMN (APT) do Seringaresinol (CDCls, 50 Mhz).
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Figura 37. Espectro de *H-RMN do Seringaresinol (CDCls, 200 Mhz).
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Figura 38. Expansdo do espectro de *H-RMN do Seringaresinol na regi&o de 4,8 a
4,1 ppm (CDClI3, 200 Mhz).
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Figura 39. Expans&o do espectro de *H-RMN do Seringaresinol na regio de 3,45 a
2,95 ppm (CDCl3, 200 Mhz).
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Tabela 5. Dados espectrais de *H e *C do langambina

MeO

C B¢ By
1 54,30 4,26 (2H, m)
2 71,91 4,71 (2H, d, J=2,2Hz)
4 85,97 4,55 (4H, m)
5 54,30 4,26 (2H, m)
6 85,97 4,71 (2H, d, J=2,2Hz)
8 71,91 4,55 (4H, m)
1e1” 136,66 -
2e2” 102,73 6,54 (4H, s)
3e3” 153,36 -
4e4 137,01 -
5¢5" 153,36 -
6 e6” 102,73 6,54 (4H, s)
OMe-3' e 3"/5' e 5” 56,17 3,34 (12H, s)
OMe-4’ e 4” 60,99
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Comparando o espectro obtido com os dados da literatura (Mori, 2006a) €

possivel confirmar a formacéao da langambina.

Synthesis, No. 3, 400-404, 2006 Experimento LCSD#5

C atomo 13C RMN (CDCls, 75 MHz) 3C RMN (CDCl;, 50 MHz)
1 54,3 54,30
2 85,9 71,91
4 71,9 85,97
5 54,3 54,30
6 85,9 85,97
8 71,9 71,91
1e1” 136,7 136,66
2e2” 102,7 102,73
3e3” 153,4 153,36
4e4” 137,4 137,01
5 e5” 153,4 153,36
6'e6” 102,7 102,73
OMe-3'/3” e 56,1
55" 56,17
OMe- 4'/4” 60,8 60,99

Figura 40. Espectro de **C-RMN (APT) da langambina (CDCls, 50 Mhz).
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Figura 41. Espectro de *H-RMN da langambina (CDCls, 200 Mhz).
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Figura 42. Expansdo do espectro de *H-RMN da langambina na regido de 4,8 a 4,1
ppm (CDCl3, 200 Mhz).
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5.5 Sintese do Dehidrodieugenol monometil e dimetil éter

O dehidrodieugenol foi preparado de forma convencional utilizando o método
de De Farias (1988), tendo o ferrocianeto de potassio como agente oxidante e uma
mistura 1:1 de acetona e hidréxido de amobnia 25% como solvente. Este
procedimento comumente relatado na literatura oferece algumas variantes quanto a
base utilizada, sendo mais comum o uso do hidroxido de potassio.

Também existem relatos em que se utiliza a peroxidase e o peroxido de
hidrogénio (Bortolomeazzi et al, 2010), porém a enzima utilizada é custosa e 0s
rendimento normalmente insatisfatorios, observando-se a formacdo de grande
namero de subprodutos que alem de comprometer o rendimento, dificulta a posterior
purificacao.

Uma vez obtido o dimero do eugenol, foi realizada a etapa seguinte, onde
ocorre a metilacdo. Para isso, foi utilizado um procedimento tradicional com iodeto
de metila como agente metilante, o carbonato de potassio como base e o
diclorometano como solvente.

A utilizacdo de dois equivalentes do iodeto de metila resultou, apés 4h de
reagdo, na metilacao parcial do dehidrodieugenol, o que ofereceu a oportunidade de
se obter o andlogo monometil éter do dehidroeugenol sintético com um rendimento
de 48%.

A metilacdo total s6 pode ser observada apés 24 horas de reacdo com o
iodeto de metila numa proporcdo maior que na reacdo anterior (5:1), onde foi
possivel a obtencdo do analogo dimetil éter do dehidrodieugenol sintetizado (14% de
rendimento).

Destarte, € visto que a primeira metilacdo ocorre de forma mais rapida,
provavelmente facilitada pela auséncia de impedimento estérico que passa a
dificultar a entrada da segunda metila. Esta é uma possivel explicacado para a maior

producdo do composto monometilado.
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5.5.1 Dados espectrais

Tabela 6. Dados espectrais de *H e **C do Dehidrodieugenol

MeO. 8

/9

HO

HO.

MeO > \ 9
C 6C 5H
le? 131,87 -
2e2 123,04 6,74 (2H, s)
3ed 124,35 -
4ed 147,16 -
5e¥ 140,82 -
6e6 110,61 6,76 (2H, s)
7eT 39,94 3,35 (4H, d, J=6,7Hz)
8eé8 136,66 5,97 (2H, ddt,
J=16,7;10,0;6,7Hz)
9e9 115,69 5,21-4,97 (4H, m)
OMe- 5/5' 56,07 3,90 (6H, s)

Comparando o espectro obtido com os dados da literatura (Dias, 1988) é
possivel confirmar a formacdo do Dehidrodieugenol.

Phytochemistry, Vol. 27, No. 9, 3008- Experimento LCSD#6

3009, 1998

C atomo C RMN (CDCls, 20 MHz) 3C RMN (CDCl;, 50 MHz)
1e1 131,82 131,87
2e2’ 123,28 123,04
3e3 124,75 124,35
4ed 14744 147,16
5e5 141,23 140,82
6e6 110,84 110,61
7eT 40,02 39,94
8e8 137,79 136,66
9e9 115,59 115,69
OMe- 56,02 56,07

5/5’
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Figura 43. Espectro de **C-RMN (APT) do Dehidrodieugenol (CDCls, 50 MHz).
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Figura 44. Espectro de *H-RMN do Dehidrodieugenol (CDCls, 200 MHz).
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Tabela 7. Dados espectrais de 'H e *C do Dehidrodieugenol monometil éter

1 131.5 -

2 152.5 6,75 (2H, s)

3 144.2 -

4 112.0 -

5 136.3 -

6 122.9 6,72 (2H, s)

7 40.1 3,34 (4H, d, J=6,8Hz)

8 137.7 5,96 (2H, ddt,

J=17,0;10,0;6,8 Hz)

9 116.0 5,06 (4H, m)

ok 123.4 -

2 147.9 6,75 (2H, s)

3 141.4 -

g 111.0 -

5 132.0 -

6 125.5 6,72 (2H, s)

7 39.9 3,34 (4H, d, J=6,8Hz)

8 137.2 5,96 (2H, ddt,

J=17,0;10,0;6,8Hz)

o 115.6 5,06 (4H, m)
OMe- 4 55.7 3,65 (3H, s)
OMe- 5 55.5 3,87 (3H, s)
OMe- 5’ 60.8 3,88 (3H, s)
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Realizando o comparativo do espectro obtido com os dados da literatura
(Baek, 1992) é possivel confirmar a formagdo do Dehidrodieugenol monometil éter.

Planta Medica, Vol. 58, No. 6, 566- Experimento LCSD#7
568, 1992
C 4&tomo C RMN (CDCls;, 70 MHz) 3C RMN (CDCl;, 50 MHz)

1 130.6 131.5
2 152.3 152.5
3 144.0 144.2
4 111.7 112.0
5 136.0 136.3
6 122.7 122.9
7 39.8 40.1
8 137.4 137.7
9 115.7 116.0
1’ 123.1 123.4
2 147.6 147.9
3 141.2 141.4
4 110.7 111.0
5’ 131.8 132.0
6’ 125.2 125.5
7 39.6 39.9
8 136.9 137.2
9 115.3 115.6

OMe-4 55.7 55,7

OMe-5 555 55,5

OMe-5' 60.8 60,8
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Figura 45. Espectro de **C-RMN (APT) do Dehidrodieugenol monometil éter (CDCls,

50 MHz).
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Figura 46. Espectro de *H-RMN do Dehidrodieugenol monometil éter (CDCls, 200

MHz).
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Tabela 8. Dados espectrais de *H e *C do Dehidrodieugenol dimetil éter

1e 1 135,00 -

2e2 123,02 6,69 (2H, s)

3e3 132,49 -

4ed 152,39 -

5¢5 144,88 -

6e6 111,75 6,69 (2H, s)

7e7 39,94 3,30 (4H, d, J=6,7Hz)

8ed 137,27 5,93 (2H, ddt,

J=16,8:10,0:6,7Hz)

9e9 115,79 5,01 (4H, m)
OMe- 4/4’ 60,61 3,58 (6H, s)
OMe- 5/5' 55,67 3,83 (6H, s)

Realizando o comparativo do espectro obtido com os dados da literatura

(Delogu, 2004) € possivel confirmar a formagao do Dehidrodieugenol dimetil éter.

Tetrahedron: Asymmetry, Vol. 15, Experimento LCSD#8
No. 2, 275-282, 2004

C atomo 3C RMN (CDCl;, 100.57 MHz) 3C RMN (CDCl;, 50 MHz)
1e1 135,32 135,00
2e2 123,33 123,02
3e3 132,85 132,49
4ed 152,79 152,39
5e5 145,27 144,88
6e6 112,12 111,75
7eT 40,27 39,94
8e¥ 137,63 137,27
9e9 116,10 115,79

OMe- 4/4’ 60,88 60,61
OMe- 5/5 56,03 55,67
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Figura 47. Espectro de *C-RMN (APT) do Dehidrodieugenol dimetil éter (CDCls, 50
MHZz).
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Figura 48. Espectro de *H-RMN do Dehidrodieugenol dimetil éter (CDCls, 200 MHz).
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6. ENSAIOS BIOLOGICOS

6.1 Ensaios Biolégicos com a (-)-Licarina A

Apés a purificacdo, a (-)-Licarina A foi enviada para o laboratério da Profa Dra
Marcia Rosa (UFPB) para a realizacdo de ensaios biologicos, a fim de se descobrir
novas atividades farmacoldgicas para esta substancia. Foram verificadas atividades
antileishimanicida, o que resultou em um trabalho publicado no artigo Neolignan
Licarin A presents effect against Leishmania (Leishmania) major associated with
immunomodaulation in vitro, na revista Experimental Parasitology (Néris et al., 2013).

Por meio dos ensaios biolégicos foi verificado que a (-)-Licarina A apresenta
atividade antipromastigota associada com a fragmentacdo do DNA. As drogas
normalmente utilizadas para o tratamento de leishmaniose, tais como o antiménio
pentavalente e a anfotericina B, s&o medicamentos que apresentam alta toxicidade
(Balana-Fouce et al., 1998 Croft et al., 2006), o que requer, em muitos casos a
internacdo do paciente e 0 que torna este tratamento muito dispendioso. Desta
forma, pesquisas que visem a obtencdo de tratamentos alternativos para estas
doencas sao importantes.

Por meio deste estudo foi verificado que a (-)-Licarina A apresenta atividade in
vitro contra a Leishmania major (L. major). Os resultados demonstraram que esta
neolignana € mais ativa que a drogas de referéncia, antimoniato de meglumina
(SbY). No entanto, foi observado que a anfotericina B foi mais eficaz do que a licarina

contra formas promastigotas da L. major (Figura 50).
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Figura 49. Inibicdo de crescimento de formas promastigotas na presenca de

diferentes concentracdes de (-)-Licarina A, meglumina e anfotericina B.

Mas, apesar deste antifiungico ser usado como droga no tratamento contra a
leishmaniose, anfotericina B tem sido referido como o altamente toxico, com graves
efeitos colaterais associados, tais como nefrotoxicidade (Balana - Fouce et al.,1998).

A fragmentacdo de DNA é uma das caracteristicas tipicas de células
apoptéticas que ocorre tanto nos metazodarios (Stewart ,1994), bem como em
organismos unicelulares (Das et al., 2001; Ardestani et al., 2012), em resposta a um
estimulo indutor. A fim de investigar os mecanismos associados a atividade
antipromastigote da (-)-Licarina A, foi analisado se esta neolignana poderia induzir a
morte celular por apoptose.

Os resultados obtidos por meio deste estudo, demonstram a (-)-Licarina A
induz a fragmentagcdo do DNA gendmico em escala semelhante ao observado apos
o tratamento com peréxido de hidrogénio (4 mM) utilizado como controle positivo.

Ensaios de citoxidade e seletividade também foram realizados com a licarina
A, pois uma das limitagdes dos farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose &
o problema da toxicidade elevada (Balana - Fouce et al., 1998; Croft et al., 2006).
Por meio desses ensaios foi observado que a licarina foi aproximadamente 32 vezes
mais toxico para as células promastigotas da leishmania do que para os macréfagos
de ratos utilizados no estudo (Figura 50).
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Os resultados demonstraram um elevado indice de seletividade, além de
evidenciar que a neolignana é mais eficaz no tratamento dos macrofagos infectados
com leishmania do que o Sb" (Figura 50), uma das drogas de referéncia para o

tratamento da leishmaniose (Balana - Fouce et al., 1998; Croft et al., 2006) .
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Figura 50. Citotoxicidade (-)-Licarin A em macro6fagos peritoniais de ratos. indice de

sobrevivéncia de macréfagos infectados com leishmania.

Vale ressaltar que a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de exclusao
de azul de tripano (a) e pelo método de reducdo de MTT (b); e no indice de
sobrevivéncia de macrofagos infectados, tratou-se as células com licarina A ou
antimoniato de meglumina por 24h (a) e 72 h (b).

AplOs ensaios para avaliar uma possivel atividade imunomoduladora da
licarina A em macroéfagos infectados, os niveis de TNF-a, IL-6, IL-10 e NO foram
medidos no sobrenadante de macréfagos infectados (Figura 51). Observou-se que o
tratamento com o neolignana ndo alteram a produgédo de TNF-a (Figura 51a). No
entanto, a producédo IL-6 (Figura 51b) e IL-10 (Figura 51c) foram reduzidas apés
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tratamento com 20 pg/mL de licarin A. Quanto aos niveis de NO ndo foram afetados
apos diferentes tratamentos com licarin A (Figura 51d).
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Figura 51. Efeito da (-)-Licarin A em TNF-a (a), IL-6 (b), IL-10 (c) e NO (d).

A contencéo da infec¢cdo observada em macrofagos infectados com L. major,
ap0s o tratamento com (-)-Licarin A, pode ser associado a esta atividade
imunomoduladora, ja que diminuiu os niveis de IL-6 e IL-10. Pode, também, ser o
fator que permite a ativacdo de macréfagos por TNF-a, embora niveis do TNF-a ndo
serem alterados de forma significativa apés o tratamento com esta neolignana. Além
disso, a atividade observada foi antiamastigota independente da producdo de NO
(Néris et al., 2013).

Destarte, este estudo revela que a licarina A apresenta atividade anti-
leishmanicida contra as principais formas promastigotas associadas a parasitas, por
fragmentacdo de DNA, sugerindo um mecanismo de morte celular programada, e
em formas amastigotas, por modulacdo de citocinas produzidas pelos macrofagos

do hospedeiro.
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Considerando a viabilidade juntamente com o elevado rendimento da licarina,
a sintese deste composto €, assim, considerada promissora para o desenvolvimento

de um novo agente leishmanicida.

6.2 Ensaios biolégicos com o Dehidrodieugenol

ApoOs a purificacdo e a comprovacao da estrutura do dehidrodieugenol e seus
derivados monometil e dimetil éter, os mesmos foram enviados para o laboratério da
Profa Dra Marcia Rosa (UFPB) para a realizacdo de ensaios bioldgicos in vitro, com
a finalidade de encontrar novas atividades farmacolégicas para estas substancia.

Por meio desses ensaios foram verificadas atividades antileishmanicida do
dehidrodieugenol e os seus derivados em espécies de Leishmania amazonensis (L.
amazonensis).

As substancias em estudo mostraram atividade antipromastigota pela inibicao
do crescimento do parasita em todas as concentracfes testadas (Figura 52),
resultando em valores de ICsy de 42.2, 13.68 e 47.75 ug/mL, para o
dehidrodieugenol, dehidrodieugenol monometil e dimetil éter respectivamente.
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Figura 52. Inibicdo do crescimento de formas promastigotas L. amazonensis na

presenca do dehidrodieugenol e de seus derivados mono e éter dimetilico.
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A metilagado total do dehidrodieugenol néo interfere em sua atividade
leishmanicida, no entanto, a metilagdo mono desta molécula resultou num aumento
significativo da sua atividade antiparasitaria.

Esta atividade do dehidrodieugenol € pouco conhecida na literatura.
Entretanto, h& relatos de dehidrodieugenol isolado da natureza apresentando
atividade antipromastigota contra L. major, com o valor de ICso de 13,6 pg/mL
(Suzuki, 2009), L. amazonensis com ICso 148,0 pg/ml (Morais, 2009) e L. braziliensis
com ICso 150,0 pg/ml (Morais, 2009). Os resultados obtidos neste estudo confirmam
a atividade leishmanicida do dehidrodieugenol e revelam que os seus mono e dimetil
éter de derivados também exibem esta atividade antiparasitaria.

Os valores de ICsp apresentados pelo dehidrodieugenol e de seus derivados
mono e éter dimetilico, demonstraram que estes compostos sdo mais ativos contra
promastigotas de L. amazonensis , quando comparado com antimoniato de
meglumina (Sb") (ICsp > 4,0 pg/mL), no entanto, sdo menos eficazes do que a
anfotericina B (ICso de 0,13 pg/mL) (Tabela 9) .

Tabela 9. Sensibilidade das formas promastigotas de L. amazonensis para
dehidrodieugenol e seus derivados mono e éter dimetilico, antimoniato de

meglumina e anfotericina B.

Substancias Leishmania amazonensis pg/mL (I1Csp)
Dehidrodieugenol 42.20

Dehidrodieugenol monomethil éter 13.68

Dehydrodieugenol dimetil éter 47.75

Antimoniato de meglumina > 4.00

Anfotericina B 0.13

E relatado na literatura que SbY tém menor atividade contra formas
promastigotas de Leishmania em comparacdo com formas amastigotas (Vermeersch
, 2009). Além disso, é sabido que apesar da anfotericina B ser usada como uma

segunda opcdo de droga para o tratamento da leishmaniose, este farmaco tem
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elevada toxicidade capaz de induzir efeitos secundarios graves como
nefrotoxicidade (Suzuki, 2009; Morais, 2009).

Deste modo, fica claro a importancia de maiores estudos farmacoldgicos
relacionados ao dehidrodieugenol e seus derivados, uma vez que 0S mMesmMOS
apresentam atividade antileishmanicida contra as principais formas promastigotas
associadas a estes parasitas, de forma mais eficiente que as drogas de referéncias.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Através da proposta de rota sintética para o acoplamento oxidativo
biocatalizado de p-(OH)-fenilpropandides, segundo a patente Pl 1101946-8 que trata
do “Processo oxidativo biocatalisado utilizando agua de coco de Cocos nucifera
como meio reacional e fonte de peroxidase”, foi desenvolvida a sintese
estereosseletiva da Licarina A, do Seringaresinol e da Dihidrocarinatina, sendo este
ultimo de sintese inédita.

Na sintese do Conocarpan foram desenvolvidas duas rotas sintéticas para a
obtencado do Isochavicol, por meio da reacdo de Wittig e através da desprotecao do
Anetol. No entanto, devido a instabilidade desde alcool, ndo foi possivel a obtencéo,
de forma majoritaria, do produto em interesse.

Por meio da metilagdo do Seringaresinol, utilizando o iodeto de metila e
carbonato de potéssio, foi desenvolvida a sintese da langambina, substancia de
grande importancia farmacoldgica.

A sintese do Dehidrodieugenol foi obtida pelo acoplamento oxidativo do
eugenol, através de uma reacdo simples com o ferrocianeto de potassio e o
hidroxido de aménia. Apés a sintese do dimero do eugenol, foram realizadas
metilacbes para a obtenc&o de seus derivados.

A sintese do Dehidrodieugenol monometil éter é inédita, sendo esta forma
dimérica obtida em maior quantidade em relacdo ao Dehidrodieugenol dimetil éter.
Além disso, o Dehidrodieugenol monometilado apresentou uma eficiéncia maior em
sua atividade antileishmanicida em relacdo ao éter dimetilico, comprovando sua
importancia farmacoldgica.

Por meio de ensaios biologicos, foi verificada atividade antileishmanicida da
Licarina contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania major, e do
Dehidrodieugenol e seus derivados metilados contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. A atividade das substancias sintetizadas foi mais eficiente

gue as drogas utilizadas como referéncia.
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