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RESUMO

O presente trabalho envolveu a sintese e avaliacdo da atividade farmacoldgica de
analogos de produtos naturais, incluindo derivados do acido caurenodico (isolado a partir da
planta Acmela brasiliensis), chalconas polissubstituidas e piridinas, como precursores de
alcaldides.

Os derivados do acido caurendico sintetizados foram amidas, cetonas e ésteres,
especialmente, ésteres benzilicos e alquilico inéditos, preparados com moderados e bons
rendimentos a partir da rea¢do do acido caurendico com haletos de alquila em meio basico
(KOH, acetona). O procedimento utilizado evita o uso de condig¢des anidras e solventes
com alto ponto de ebuli¢do, além de facil extracao e purificagdo dos compostos. De todos
os derivados analisados quanto a atividade antifingica, apenas os compostos possuindo
grupamento acido (COOH) no carbono 19 ou cetona (C=0) no carbono 16 apresentaram
atividade moderada contra alguns dermatoéfitos. J& o acido caurendico apresentou-se como
0 mais ativo dos compostos, sugerindo que a fun¢do carboxilato deve ser preservada no
planejamento de futuras modificagdes estruturais visando a sintese de derivados mais
potentes.

Em uma segunda etapa do trabalho, sintetizou-se chalconas analogas as naturais, a
partir da reacdo de condensagdo aldolica entre a xantoxilina (composto natural, mas que
neste trabalho foi sintetizado) ou xantoxilina monobromada, com diferentes aldeidos
aromaticos em meio basico. Foram obtidas onze chalconas inéditas, além de seis ja
descritas na literatura, mas com propriedades farmacologicas e bioldgicas ainda nao
conhecidas. Dessa forma, todas as chalconas sintetizadas foram estudadas quanto a
atividade antinociceptiva, anti-Leishmania amazonensis e antifingica. A avaliagdo da
atividade antinociceptiva das chalconas demonstrou que aquela contendo substituinte acido
(COOH) na posicao 2 do anel B ¢ a mais ativa, revelando-se cerca de 15 vezes mais potente
que os farmacos de referéncia analisados no modelo de dor induzida pelo acido acético
(inje¢do intraperitoneal) em camundongos. Das chalconas submetidas a andlise anti-
Leishmania, as que possuem um grupo nitro na posicao 3 do anel B ou um atomo de fltor
na posi¢do 4 do anel B apresentam uma alta atividade e seletividade, além de auséncia de
toxicidade. A andlise da atividade antifungica revelou que a chalcona que tem como
substituinte um 4tomo de cloro na posi¢do 2 do anel B ¢ a mais ativa, possuindo uma
seletividade significativa contra dermatéfitos.

A terceira parte do trabalho envolveu a sintese de analogos de alcaldides
piperidinicos extraidos de produtos naturais. A partir da reacao de acilagdo da 2,6-lutidina
com butirato de etila, utilizando como base butillitio em THF, foram obtidos trés produtos
diferentes, dependendo da quantidade de base utilizada. O produto principal, uma cetona
oriunda da monoacilagido da lutidina, foi subseqiientemente reduzida ao respectivo alcool
utilizando borohidreto de potéassio, em rendimento quantitativo. Todos os derivados de
piridina sintetizados foram submetidos a avaliagdo de suas propriedades antinociceptivas.

Palavras-chave: acido caurendico, chalconas, alcaldides, sintese, atividade farmacologica.
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ABSTRACT

The present work describes the synthesis and pharmacological evaluation of natural
product analogous, including derivatives of kaurenoic acid (isolated from the plant Acmela
brasiliensis), multisubstituted chalcones, and pyridines as synthons for alkaloids.

Kaurenoic acid was the starting material for the synthesis of different compounds
such as amides, ketones and esters. Previously unreported benzyl and alkyl esters were
easily prepared in moderate to good yields from kaurenoic acid and representative alkyl
halides in basic media (KOH, acetone). This mild protocol avoids the use of anhydrous
conditions and potential contaminants such as high-boiling solvents and organic additives,
leading to reproducible reaction conditions and easy work-up and purification steps. The
results of antifungal analysis showed that compounds containing acid (COOH) in carbon-
19 and keto group (C=0O) in carbon-16 exhibited moderate activity against some
dermatophytes. On the other hand, kaurenoic acid was the most active compound,
indicating that carboxyl group must be preserved during future structural modifications to
achieve higher activity.

In the second part of the study, analogous of naturally-occurring chalcones were
synthesized from a base-catalyzed aldol reaction of xantoxiline (a nature compound that
was synthesized in this work) or monobrominated xantoxiline with different aromatic
aldehydes. Besides the eleven novel chalcones prepared in this simple way, others six that
had been previously described in the literature were also synthesized in order to study their
pharmacological properties. Screening these chalcones for antinociceptive activity revealed
that the most active one carries a 2-carboxyl group at the B-ring. When analysed in acetic
acid model (intraperitoneal injection) of pain in mice this compound was approximately 15-
fold more active than some commercial drugs. The chalcones were then screened for anti-
Leishmania activity, showing that derivatives substituted with a 3-nitro or 4-fluor at the B-
ring exhibited high activity and selectivity without toxicity. Studies involving antifungal
activity of chalcones revealed that 2-chloro substitution at the B-ring results in the most
active derivative, with significant selectivity against dermatophytes.

The third part of this work involved the synthesis of analogous of piperidine
alkaloids found in plants. Acylation of 2,6-lutidine with ethyl butyrate performed with
BuLi in THF generated three different products, depending on the amount of base being
used. The main product, a ketone derived from the monoacylation of Iutidine, was then
reduced to the corresponding alcohol with potassium borohydride in quantitative yield. All
pyridine derivatives were submitted to studies involving antinociceptive activity.

Keywords: kaurenoic acid, chalcones, alkaloids, synthesis, pharmacological activity.



1. INTRODUCAO
1.1. USO DE PRODUTOS NATURAIS COMO FONTES DE MEDICAMENTOS

A utilizagdo das plantas como fontes de medicamentos para o tratamento das
enfermidades que acometem a espécie humana remonta a idade antiga.

Certamente, a terapéutica moderna, composta por um grande numero de
medicamentos com agdes especificas sobre receptores, enzimas e canais idnicos, nao
teria atingido o grau de desenvolvimento atual se ndo fosse o auxilio dos produtos
naturais, notadamente aqueles derivados das plantas superiores. Sdo iniimeros os
exemplos de medicamentos que foram desenvolvidos, direta ou indiretamente, de fontes
naturais, especialmente de plantas, incluindo, entre outros, a morfina, a pilocarpina, os
digitalicos, os curares, a quinina, a artemisinina, a atropina, a escopolamina e o
cromolin. Além disso, também s3o de origem natural, varios medicamentos usados no
tratamento do cancer, como vimblastina, vincristina e taxol, entre outros.!

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis na
terapéutica moderna foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
naturais, sendo 25% de plantas, 13% de microorganismos e 3% de animais.

Os produtos naturais também sao usados como matéria-prima para a sintese de
moléculas complexas de interesse farmacoldgico e principalmente como protétipos para
o desenvolvimento de novos medicamentos. Todos esses fatores tém redobrado o
interesse das industrias farmacéuticas para o aproveitamento da biodiversidade mundial,
atualmente concentrada nos paises tropicais, visando o desenvolvimento de novos
medicamentos.

Devido aos elevados custos para o desenvolvimento de um novo medicamento
(cerca de 350 a 500 milhdes de ddlares e um periodo de 10 a 15 anos de pesquisa, valor
esse maior que o produto interno bruto de alguns paises), o preco final para o
consumidor ¢ geralmente elevado. Assim, a populacdo de muitos paises pobres e em
desenvolvimento ndo tem acesso a medicina moderna para o tratamento de suas
enfermidades. De acordo com dados da Organizagdo Mundial de Satide (OMS), cerca
de 65 a 80% da populagdo mundial (estimada em 7 bilhdes de pessoas) ndo tem acesso
ao atendimento primario de saiude e recorre a medicina tradicional, especialmente as
plantas medicinais, na procura de alivio para muitas doengas. A propria OMS nao s6
reconhece, como também estimula o uso de plantas medicinais pela populagdo de paises

pobres, embora recomende cuidados especiais no seu uso através da distribuicdo de



manuais contendo dados de estudos cientificos que confirmem sua seguranca e a
eficacia clinica.'

As plantas medicinais constituem-se numa fonte alternativa de medicamentos e
seus usos com finalidades terapéuticas vém crescendo gradativamente nos ultimos anos
entre a populacdo em geral. Um dos principais fatores que contribui para este fato
constitui-se nos avancos oriundos de estudos cientificos, que comprovam cada vez mais
a eficécia de varios principios de plantas medicinais.

Baseados na medicina popular, estes estudos vém sendo realizados no intuito de
verificar as acdes farmacologicas descritas em algumas plantas para posterior
isolamento e identificagdo dos principios ativos, visando a obtencdo de farmacos ou
prototipos para sua fabricagao.

Atualmente, ¢ grande o interesse dos pesquisadores do mundo inteiro em buscar
na natureza farmacos eficazes contra varias doengas. Desta forma, recentes estudos
demonstram que uma grande quantidade de plantas possuem principios ativos contra
varias doengas, observados em diversos experimentos in vitro e in vivo.'

Embora seja cada vez mais dificil o isolamento de moléculas com estruturas
inéditas em produtos naturais, constantemente sdo isolados compostos de estrutura
conhecida, porém com efeitos farmacologicos nunca antes observados. Neste contexto,
dificilmente o estudo de uma planta estara esgotado, onde em cada efeito farmacologico
encontrado para o extrato bruto, o estudo fitoquimico deverd ser retomado para o

. o, . 2
isolamento de principios ativos.

1.2. PRODUTOS NATURAIS COMO PROTOTIPOS DE FARMACOS

Entre os produtos naturais de origem vegetal encontra-se ampla e diversa
arquitetura molecular, como ilustram os terpenos, bioformados pela mesma rota
biossintética geral. A variedade de padrdes estruturais que se encontram nas distintas
classes de produtos naturais como flavonodides, isoflavonodides, lignanas, neolignanas,
glicosideos, cumarinas, cromonas, isocromonas, quinonas ¢ alcaldides de diversas
categorias, entre outros, atestam sua excepcional diversidade molecular, fonte
inesgotavel de modelos originais de arquitetura molecular.’

Como exemplos de farmacos obtidos diretamente de plantas tem-se o diterpenoide
taxol 1, isolado da casca de Taxus brevifolia (Taxaceae), mas também encontrado em

outras espécies. Este ¢ um dos compostos-modelos mais promissores que tem surgido



da pesquisa de agentes anti-tumorais a partir de produtos naturais, constituindo-se uma
grande esperanca para pessoas portadoras de cancer nos ovarios € pulmoes. O composto
anti-maldria mais promissor descoberto até hoje ¢ a artemisina 2, uma lactona
sesquiterpénica isolada da Artemisia annua (Asteraceae). Esta planta tem sido usada ha
mais de 2000 anos na China como febrifugo e no tratamento da malaria. Na busca por
substancias cardiovalculares vale mencionar a forscolina 3, obtida de Coleus forskolii
(Lamiaceae), que possui efeito hipotensivo e antiespasmédico.* Cabe mencionar
também que a morfina 4, a emetina 5, a vinblastina 6 e a rutina 7 (Figura 1), entre
outros, sdo farmacos de origem vegetal, at¢ hoje amplamente utilizados na pratica

médica.>®

1.3. DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MEDICAMENTOS

As industrias farmacéuticas vém, nos ultimos anos, investindo soma consideravel
de recursos, visando o desenvolvimento de novos medicamentos, motivada por
inimeros fatores, tais como necessidade de inovagao e caréncia de novos medicamentos
para o tratamento adequado de doencas, pressdo entre as proprias industrias e,
sobretudo, por vantagens competitivas e declinio de produtividade. Para acelerar este
processo, as industrias farmacéuticas vém trabalhando em parceria com universidades e
centros de pesquisas, utilizando métodos modernos, como a quimica combinatoria
acoplada aos ensaios de alta capacidade, totalmente computadorizados. Dessa maneira,
sdo capazes de testar mais de uma milhdo de moléculas por ano.’

De modo geral, o processo de descoberta de um novo medicamento obedece a
varias etapas ja bem estabelecidas, tais como:

- escolha do alvo molecular;

- selec@o de uma (ou mais) molécula(s) lider(es);

- otimizag¢ao da molécula lider;

- escolha da molécula candidata ao desenvolvimento;

- ensaios pré-clinicos;

- ensaios clinicos.
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Taxol 1 0=
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Forscolina 3 Morfina 4 Emetina 5
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OH (0)
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Figura 1. Exemplos de farmacos obtidos diretamente de plantas.

Em fun¢do dos altos custos, dos riscos envolvidos no investimento, do longo
tempo de pesquisa e, principalmente, da alta tecnologia envolvida nesta area, o
desenvolvimento de novos medicamentos esta basicamente restrito as grandes industrias
farmacéuticas sediadas nos paises desenvolvidos.

O uso dos produtos naturais, especialmente das plantas superiores, pelas industrias
farmacéuticas esta direcionado, principalmente, para a selecdo de moléculas lideres ou
prototipos para desenho de novos medicamentos, ou mesmo, para o desenvolvimento de

medicamentos fitoterapicos padronizados.



Em se tratando de um novo medicamento, um composto lider devera apresentar
uma série de caracteristicas para que possa viabilizar o desenvolvimento de uma nova
classe de medicamentos, a saber:

- o composto deverad apresentar seletividade, além de mecanismo de acdo muito
bem definido;

- deve estar disponivel em quantidades suficientes para permitir os estagios
iniciais de desenvolvimento do medicamento, incluindo os estudos farmacologicos,
bioquimicos/moleculares e toxicologicos;

- deve possibilitar a sintese e a produgdo de analogos a custos razoaveis.’

A utilizacao de produtos naturais ativos como modelos para a sintese de analogos
mais potentes e seletivos tem contribuido significativamente para a obtengdo de novos
agentes terapéuticos. Tais compostos podem, muitas vezes, ser obtidos mais facilmente
e, talvez, a custos menores. Inimeros farmacos disponiveis atualmente no mercado

farmacéutico foram obtidos sinteticamente, baseados em estruturas naturais ativas.®

1.4. INTERACAO ENTRE A QUIMICA E A FARMACOLOGIA

Um dos fatores de extrema importancia para a descoberta de principios ativos
naturais consiste, principalmente, na interagdo entre a quimica e a farmacologia. Quanto
mais estreita for esta colabora¢@o, mais rapida e consistentemente serdo alcangados os
objetivos.®

Dentre as diversas estratégias modernas disponiveis para o desenho molecular de
novos farmacos, a principal ¢ aquela baseada no mecanismo de agdo farmacologico
pretendido. Neste contexto, ¢ importante salientar que o estudo quimico-biologico deve
ser seguido, fundamentalmente, pelos resultados que indicam uma certa atividade de
interesse. Isto significa que o quimico deve isolar e identificar os compostos dos
extratos que apresentam uma determinada atividade, procurando aqueles que sdo ativos.

Os estudos com compostos ativos e a subseqiiente determinacdo dos respectivos
mecanismos de ac¢do e da relagdo estrutura-atividade devem ser realizados,
principalmente, quando o efeito bioldgico demonstrado pelos compostos representar um
fato novo e de interesse.

O problema das quantidades de compostos isolados de plantas deve ser levado em
consideracdo, uma vez que muitos extratos apresentam misturas complexas de

compostos que se encontram em baixissimas propor¢des. Finalmente, existe o problema



de extratos que dao efeitos importantes, mas que desaparecem ao se estudar os
componentes separadamente ou em fragdes. Varias podem ser as possibilidades, dentre
elas sinergismo entre compostos ¢ a presen¢a de quantidades minimas dos compostos
ativos. Uma explicacdo também plausivel seria a biodisponibilidade de algum composto
que, quando puro, ndo seria absorvido da mesma forma que quando presente no extrato.
Outro aspecto que deve ser levado em consideragdo ¢ a instabilidade dos compostos
ativos, que podem se degradar durante o processo de isolamento e se transformar em

. . 8
compostos 1nativos.

1.5. MODIFICACAO ESTRUTURAL E CORRELACAO ENTRE ESTRUTURA
QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA

De modo geral, os farmacos disponiveis na terapéutica moderna sdo, em sua
ampla maioria, de origem sintética. Se considerarmos, ainda, aqueles oriundos de
processos de semi-sintese, este percentual pode superar os 85%.

A modificacdo estrutural constitui-se no método mais utilizado para a obtengdo de
compostos farmacologicamente ativos, ou para otimizar a atividade de principios ativos
naturais. Muitas mudancas podem ser introduzidas numa molécula e dependendo de
seus centros reativos, trés caminhos conhecidos poderdo ser seguidos:

a) simplificacdo da estrutura;

b) conservacdo da mesma;

¢) aumento pela incorporagao de novos grupamentos.

Sabe-se que a substituicdo de um atomo de H por um determinado substituinte
(grupo alquila, nitro, ciano, carboxilato, halogénio, etc.) pode modificar profundamente
a poténcia, duracdo e ainda a natureza do efeito farmacoldgico de uma molécula. Os
estudos de correlacdo estrutura—atividade, fundamentados no efeito do substituinte em
um determinado anel aromadtico, sdo muito comuns na quimica medicinal, uma vez que
mais de 50% dos farmacos ou compostos bioativos possuem este tipo de anel. As
modificagdes produzidas pela introdu¢do de um substituinte podem atingir varias
propriedades fisico-quimicas da molécula, tais como hidrofobicidade, densidade
eletronica, conformacdo estrutural e propriedades farmacocinéticas, entre outras, cuja
analise poderé orientar as sinteses a serem seguidas.”

Os compostos naturais apresentam, geralmente, grupos hidroxilas, duplas

ligagdes, grupos carbonilas e outros que sdo susceptiveis de serem modificados por



reagoes extremamente simples. Tais modificagdes permitem obter rapidamente uma
idéia da relacdo estrutura-atividade, especialmente com relagdo aos efeitos sobre a
hidrofobicidade, densidade eletronica, ligacdes de hidrogénio, etc. Assim, por exemplo,
um grupo hidroxila pode ser transformado em metoxi, acetoxi, benziloxi, etc.; uma
dupla ligagdo pode ser epoxidada ou hidrogenada, ou ainda sofrer uma reagdo de adi¢ao
de diferentes grupos; um grupo carboxilico pode ser esterificado, pode formar amidas e
outros derivados; um grupo carbonila pode ser reduzido a hidrocarboneto ou a alcool,
além de participar em reacdes de condensacdo e formagao de ligagao C-C.

Na quimica medicinal, a otimizagdo das estratégias de sintese ¢ importante para
obter os melhores resultados e para diminuir os custos. Por isto, uma boa estratégia
permitird conseguir um grupo de teste importante para realizar um tratamento
quantitativo da relagdo estrutura-atividade. Varias estratégias foram desenvolvidas para
compreender os mais diversos pardmetros fisico-quimicos numa pequena série de
compostos ou grupo de teste. Entre estas, pode-se indicar os métodos de Topliss,
Hansch e Leo, Craig, PPC (principais propriedades de substituintes), etc.® Dentre os
métodos modernos de correlagio incluem-se os 4D-QSAR e 3D-QSAR,” mais
conhecidos como CoMFA. '

Cabe ressaltar que, mesmo empregando-se os métodos mais simples e classicos da
quimica medicinal, é possivel dar uma importante contribui¢do ao desenvolvimento

desta area relevante da ciéncia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. SINTESE DE DERIVADOS DO ACIDO CAURENOICO

Dentro de um programa de obtencdo de moléculas com potencial terapéutico a
partir de produtos naturais, neste estudo optou-se inicialmente pela modificacao
sintética do acido caurendico 8, composto isolado anteriormente, em nosso laboratoério,
da planta Acmela brasiliensis A.D. (Wedelia paludosa D.C.; Compositae), responsavel
por efeitos antinociceptivos e antibacterianos, entre outros.'"'? Objetivou-se também a
sintese de chalconas e derivados de alcaldides, classes de compostos que t€ém despertado
grande interesse mundial devido a grande variedade de propriedades farmacologicas

que apresenta.
2.1.1. Acmela brasiliensis-Aspectos botanicos
A Acmela brasiliensis A. D. (Wedelia paludosa D. C., Compositae, Figura 2),

planta conhecida como margariddo, vedelia, pingo-de-ouro, entre outros, nativa do

Brasil, ¢ amplamente encontrada em varias regides do pais, incluindo o estado de Santa

Catarina. Ocorre de uma forma espontanea, principalmente em praias e areas umidas, e
| 1315

muitas vezes ¢ cultivada como planta ornamenta

Figura 2. Acmela brasiliensis.
Nome cientifico: Acmela brasiliensis
Género: Acmela
Espécie: brasiliensis

Familia: Compositae (Asteraceae)



E uma planta herbacea prostrada, radicante nos nods, com caule castanho-
avermelhado, esparsamente piloso; folhas opostas, curto-pecioladas membranaceas,
pilosas nas duas faces, mais pronunciadamente na dorsal, estreitada em direcdo a base
acima do meio provida de dois pequenos lobos laterais € um terminal, maior e denteado,
6 cm de comprimento e 3 cm de largura; peciolo semicilindrico, ciliado, com 4 mm de
comprimento; capitulos solitarios, longo pedunculados, axilares, pedinculo piloso, 10
cm de comprimento; bracteas involucrais folidceas, em série, pilosas no dorso, 8-12 mm
de comprimento; receptaculo conico, carnoso, paledceo. Possui flores amarelas com as
marginais femininas, cerca de 13, com corola ligulada, trilobada no 4pice, com 8 mm de
comprimento ¢ as do disco muitas sao hermafroditas, com corola tubulosa, apresenta
estilete da flor feminina com os ramos glabros. Apresenta carnosos, obtusos,
semicilindricos; anteras negras, de base sagitada; aquénio turgido, tuquetro, glabro,
estreitado na base, com papus ciatiforme de 1 mm de comprimento."

Na medicina popular sua tintura ¢ empregada para golpes, machucados,
ferimentos, nevralgias, anemia, trombose, coqueluche e derrame de sangue.16 O extrato
¢ utilizado como espectorante e antitussigeno.'* Trabalhos recentes revelaram que o
extrato organico obtido de diferentes partes da planta possui atividade

17,18

hipoglicémica, antifungica'® e antinociceptiva.”’

2.1.2. Acido caurendico

O 4cido (-)-caur-16-en-19-6ico 8 (&cido caurenodico, Figura 3) pertence a uma
classe de diterpenos que contém um esqueleto tetraciclico rigido e sdo conhecidos como
cauranos. Os cauranos sdo intermediarios na biossintese de metabodlitos de plantas e de
fungos, inclusive as giberelinas, também conhecidas como hormonios de crescimento

em plantas.”'

“COOH
8

Figura 3. Acido caurendico.
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O acido caurendico 8 possui ponto de fusdo 179-181 °C e rotagio especifica [a]p—
110° (EtOH; ¢ 3.0), e foi isolado pela primeira vez em 1964 da planta Ricinocarpus
stylosus (Euphorbiaceae).”? Posteriormente, foi encontrado em varias plantas, como
Phebalium rude (Rutaceac),” Ichthyothere terminalis (Compositae),”* Acmela
brasiliensis (Compositae),' Xylopia sericea (Annonaceae),” entre outras.

Estudos anteriores realizados mostraram que o composto 8 extraido da Acmela
brasiliensis (Wedelia paludosa) ¢ o principal constituinte desta planta, e o responsavel

11,1

pelos seus efeitos antinociceptivo e antibacteriano. * “ Possui ainda outras propriedades

o1, . . .2 . , q- 272 . .4 D8
biologicas, como antitripanosoma cruzi,”® antiespasmoédica,”’*® bactericida®™° e

28,30,31 32-34

antifingica, entre outras.

Em estudo comparativo por cromatografia gasosa (CG), realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, a partir de diferentes partes da Acmela brasiliensis, verificou-se que
as partes das plantas onde encontra-se uma maior propor¢do do composto 8 € nas raizes
(6,65 mg/g) e no caule (4,96 mg/g).”

Alguns derivados do composto 8 sdo descritos na literatura, como o éster metilico
9, sintetizado a partir do composto 8 em presenca de diazometano com rendimento
quantitativo. Este éster 9 foi reduzido com hidreto de aluminio e litio formando o alcool

10 com rendimento de 80%. J4 a cetona 11 foi obtida a partir da ozonoélise do composto

8 com rendimento de 70% (Esquema ).

Esquema 1. Derivados do acido caurendico.
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O 4acido caurendico 8 (extraido da Xylopia frutescens) foi submetido a reagao de
esterificacdo e reducdo conforme o Esquema 1, e o éster 9 e o alcool 10 foram entdo
oxidados com tetroxido de 6smio em presenga de periodato de s6dio usando THF e
agua como solventes, obtendo-se ent-16-oxo-17-norcauran-19-oato de metila 12
(rendimento de 85%) e ent-16-oxo-17-norcauran-19-ol 13 (rendimento de 72%),
respectivamente. Esses derivados foram submetidos a reacdo de Baeyer-Villiger com
acido trifluoroperacético (gerado in situ pela adicdo de anidrido trifluoroacético ao
peroxido de hidrogénio), formando respectivamente as lactonas 14 (rendimento de 65%)

e 15 (rendimento de 52%, Esquema 2).%°

(CF5C0),0
H,0,/CH,CI,

0s04/NalOy
THF/H,0

(CF5C0),0
H,0,/CH,CI,

”CH,0H
13

Esquema 2. Sintese de lactonas.

J& na reacdo do cloreto de acido 16 (sintetizado a partir do acido caurendico 8 e
trifenilfosfina em tetracloreto de carbono) com 1,3-propanodiol obteve-se o derivado
17, que apds oxidagdo com reagente de Jones (K,Cr,O-/H") forneceu o composto 18

com rendimento global de 77 % (Esquema 3).”
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PhyP/CCl,

HOCH,CH,CH,0H/Py

“COOH

“COO(CH,);0H
17

K,Cr,0,H*

“COO(CH,),COOH
18

Esquema 3. Preparacao dos compostos 17 e 18 a partir do cloreto de acido 16.

O éacido caurendico foi isolado da Aralia cordata e tratado com uma solugao de
acido sulfurico (3%) em metanol sob refluxo por 1 hora, obtendo-se o composto 19 com
rendimento de 95%, que foi esterificado com diazometano, formando o éster 20. O éster
metoxilado 20 foi reduzido com hidreto de aluminio e litio, obtendo-se o &lcool
metoxilado 21 com rendimento quantitativo, sendo oxidado com 6xido de cromio(VI)
em piridina, formando o aldeido 22 (Esquema 4), que sofre decomposi¢do oxidativa a
temperatura ambiente em solucdo de benzeno e acetato de etila em diferentes

concentracdes, resultando em uma mistura do acido caurendico 8 e hidroperéxidos.™®

H,S0,/CH;0H CHN,
—_—
“COOH
8
CI'O:\,
<
Py

Esquema 4. Sintese de derivados metoxilados do acido caurenoico 8.
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O composto 19 também pode ser preparado a partir da reagdo do 4cido
caurendico 8 com uma solugdo de 4cido cloridrico em metanol a temperatura
ambiente.”

Outros compostos sintetizados a partir do acido caurendico 8 foram amidas,
aminas e oximas.*’ Para a preparagio de amidas, reagiu-se em uma primeira etapa o
acido caurendico 8 com trifenilfosfina e tetracloreto de carbono (seguindo a preparagdo
do cloreto de 4cido 16 conforme o Esquema 3), em seguida adicionou-se a amina
correspondente, obtendo-se as N,N-dialquilamidas 23 com rendimentos de 46-68%. As
amidas 23 foram reduzidas com DIBAL-H em THF obtendo-se as aminas 24 com

rendimentos de 75-87% (Esquema 5).%0

a) Ph;P/CCl,

DIBAL-H

-, b) amina THF
"COOH
R
8 23
R: CON(CH,CH,CHj,), R;: CH,N(CH,CH,CH,),
CON(CH,CH;), CH,N(CH,CH3),

CON@ CHZNQ
CON > CH,N >

Esquema 5. Sintese de amidas e aminas.

J& as oximas 25, 26, 27 e 28 foram preparadas a partir da reacdo dos compostos
12 ¢ 13 (sintetizados como no Esquema 2), com hidrocloreto de hidroxilamina em uma
solu¢do de hidroxido de sddio, etanol e 4gua, com rendimentos de 28-45% (Esquema
6).40
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H,NOH.HCI
i —
NaOH/EtOH/H,0

25 (2)
26 (E)

H,NOH.HCI
NaOH/EtOH/H,0

27 (2)
28 (E)

Esquema 6. Sintese de oximas.

O caurano dihidroxilado 29 foi preparado com rendimento de 85%, através da
hidroboragdo do acido caurendico 8 com uma mistura de borohidreto de sodio e
borotrifluorodietileterato (formacao da diborana in situ), em THF sob refluxo. Apos a
reacao de hidroboragdo, o intermediario resultante foi oxidado com uma solugao de
perdxido de hidrogénio (30%). O composto 29 foi sintetizado para ser utilizado como
substrato para biotransformacao utilizando o fungo Verticillium lecanii. Apesar dos
baixissimos rendimentos para os compostos poli-hidroxilados obtidos (2,1-3,2%), os
cauranos hidroxilados possuem especial interesse, porque estes compostos sdo
raramente disponiveis de fonte natural e usualmente possuem diferentes atividades

o 1 e ~ 41
blOlOglCaS cm relag:ao a SCus precursores.
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CH,O0H

% .
a) NaBH4/BF3Et20 o
b) H,0, (30%)

“COOH

*CH,OH
29

Verticillium lecanii

CH,OH
CH,OH

T "

30 31 32

Esquema 7. Sintese de cauranos poli-hidroxilados.

2.2. SINTESE DE CHALCONAS

Chalconas ou 1,3-diaril-2-propen-1-onas sdo compostos de origem natural ou
sintética. Na natureza sdo compostos precursores da via de biossintese dos flavonoides.
Possuem um papel importante em sistemas ecoldgicos em fungdo das cores que
produzem nos vegetais. As cores ajudam na polinizagdo como atraentes de insetos e/ou
passaros. As chalconas apresentam cor violeta e azul nas pétalas de flores e frutos de
vegetais superiores. Também sdo encontradas em outros 6rgdos de plantas, como as
raizes e folhas.

As chalconas possuem em sua estrutura um nucleo fundamental 1,3-diarilpropano,
modificado pela presenga de uma ligacdo olefinica e de um grupamento cetona (Figura

4).%

Figura 4. Nucleo fundamental das chalconas.

As chalconas possuem um grande interesse sintético devido as diferentes

43-45

propriedades bioldgicas apresentadas, como antileishmania, bactericida,*
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antitumorogénica,’’ anti-ulcerogénica,* anti-HIV,* antinociceptiva,” antituberculose’’
e antifiingica.™

A chalcona 33 (2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona) foi sintetizada pela primeira
vez a partir da xantoxilina 34 (2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxiacetofenona), extraida da
Alpinia chinesis roscol em 1940, através da reagdao da xantoxilina 34 com benzaldeido
usando benzeno como solvente, hidroxido de s6dio como base e aquecimento por 1,5
horas (Esquema 8).%

Estudo prévio realizado em nosso laboratério demonstrou que a chalcona 33

(Rendimento de 52%) derivada da xantoxilina 34, exerce atividade antinociceptiva e

antiedematogénica em camundongos.™

OH 0 OH (0]

PhCHO |
NaOH
H;CO OCH;,4 H;CO OCH;

34 33

Esquema 8. Estrutura da 2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona 33 e xantoxilina 34.

A xantoxilina 34 foi isolada de diferentes plantas, como Sebastiania schottiana
(Euphorbiaceae),”® Hipponame mancinella,’® Eucalyptus michaeliana (Myrtaceae),”’
Pulicaria undulata (Compositae)™® e Sapium sebiferum (Euphorbiaceae).”® Este
composto apresentou diferentes propriedades bioldgicas e farmacologicas, como
bactericida,” fungicida® e antiespamodica.™

Dessa forma, a xantoxilina 34 foi utilizada como precursor para uma série de
chalconas polissubstituidas. Quando isolada das folhas e talos da Sebastiania schottiana
(Euphorbiaceae)™ foi utilizada para a sintese das chalconas 35 ¢ 36 (Rendimento de
70,5% e 88,5%, respectivamente), através da adicdo de clorobenzaldeido ou 3.4-
metilenodioxibenzaldeido a uma solugdo contendo hidréxido de sédio e etanol a

temperatura ambiente (Esquema 9).%

OH (0]

OH O
R
R-PhCHO
NaOH/EtOH >
H;CO 34 OCH; H;CO OCH;

35 R:4-Cl
36 R: 3,4-metilenodioxi

Esquema 9. Sintese das chalconas 35 ¢ 36.
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Foram também sintetizados os compostos 37, 38 e¢ 39 (Esquema 10), além de
varios outros derivados da xantoxilina com grande poténcia antinociceptiva,62
antiedematogénica® e antiespasmoédica,”> O composto 37 foi sintetizado a partir da
reacdo da xantoxilina 34 com bromo em presenca de acido acético, € o composto 38 ¢
obtido a partir da reagdo do derivado 37 com bromo utilizando cloroférmio como
solvente (Esquema 10).°* A partir do composto 37 também foi preparada a chalcona 39
(3’-bromo-2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona), com rendimento de 72,5 %, utilizando o

mesmo método de preparagio das chalconas 35 ¢ 36 (Esquema 9).*”A chalcona 39

também pode ser preparada utilizando hidroxido de potassio como base.**

OH O OH O OH O
Br Br
Br,/AcOH PhCHO
_— NaOI/EtOH
H;CO OCHj, H;CO OCHj; H;CO OCH,
34 37 39
lBrz/CHCh
OH O
Br
H;CO OCH;

Br

38

Esquema 10. Obtengao de derivados da xantoxilina.

Estudos do género Piper, em 1978, propiciaram o isolamento da chalcona 40 (4-
65

metoxi-2’-hidroxi-4’,6’ ,-dimetoxichalcona) a partir das raizes de Piper methysticum.
Posteriormente foram sintetizadas e patenteadas as chalconas 40 ¢ 41 (Esquema 11), a
partir da reacdo da xantoxilina 34 com 4-metoxibenzaldeido e 4-metilbenzaldeido,
respectivamente, usando solu¢do de hidroxido de potédssio 50% em etanol por 3 dias.
Ambas demonstraram potente atividade antiviral.®® A chalcona 40 apresentou atividade

bactericida contra 13 bactérias testadas in vitro,67

68

e também apresentou atividade

antialcera.
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OH (0] OH 0
4-R-PhCHO
KOH/EtOH
H;CO 34 OCH,; H;CO OCH, R
40 R: OCH;
41 R: CH;,

Esquema 11. Preparagdo das chalconas 40 ¢ 41.
2.3. SINTESE DE ALCALOIDES

Alcaldides sdo bases nitrogenadas presentes nos vegetais. Sdo comumente
utilizados na medicina popular na forma de cha desde os primordios da civilizagdo;
constituem 20 % das substdncias naturais descritas.”” O nitrogénio na maior parte dos
alcaloides, esta presente em anéis heterociclicos (amina secundaria ou sais de amonio).

Os alcaloides sao classificados de acordo com o nucleo quimico em piridinicos,
piperidinicos, quinolinicos, isoquinolinicos, pirrolizidinicos, pirrolidinicos, tropanicos,
indolicos, imidazdlicos, xantinas, mistos, betalainas, terpénicos e esteroidais.”’

Os alcaloides possuem amplo emprego farmacéutico e uma variedade de
atividades bioldgicas. Sdo utilizados como agentes anti-hipertensivos, antitumorais,
hipnoanalgésicos, estimulantes do SNC, no tratamento de gota, simpatomiméticos,
amebicidas e eméticos, antimaldricos, antitussigenos, depressores cardiacos, diuréticos,

42.,70-72 .
6427072 podem ainda ser

miorrelaxantes, antivirais, anticolinérgicos e antibacteriais.
utilizados como matérias-primas para a sintese de moléculas complexas de interesse
farmacoldgico e como prototipos para o desenvolvimento de medicamentos.

Trabalhos recentes realizados em nosso laboratdrio mostraram que o extrato
hidroalcoolico obtido das raizes, caule e folhas da planta Siphocampylus verticillatus
(Campanulaceae), conhecida popularmente como “fumo-bravo”, apresentou atividade
antinociceptiva, tanto administrado por via oral como intraperitoneal em varios modelos
de nocicepgdo em camundongos,” além de apresentar efeitos antidepressivos.”

O composto 42 (Figura 5) ¢ o cloreto de peridro-2(R)-[2(S)-hidroxipentil]-6(S)-
[2(R)-hidroxipentil]-N-metilpiperidina diidratada, principal responsavel pelos efeitos

antinociceptivos e antidepressivos em camundongos apresentados pelo extrato
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hidroalcoolico desta planta. Foi primeiramente isolado em 1996, teve a sua estrutura

o ~ . : . LTS
definitiva e a configuragao relativa determinadas por andlise de raio-x.

&
ﬁN
/\/Y\ H( W
OH cr OH
42

Figura 5. cis-8,10-di-n-propillobelidiol diidratado.

No mesmo ano, foi publicada a sintese do alcal6ide andrachamine 43 por Sibel e
Hootelé¢ (Esquema 12),”° que possui estrutura semelhante ao alcaldide 42. O
andrachamine 43 ¢ um composto promissor na cura de doencas com disfungdes
neurologicas como Alzheimer e Parkinson, que atingem milhdes de pessoas em todo
mundo.””"®

A andrachamina 43 foi sintetizada em vdarias etapas, envolvendo reacdes de
cicloadi¢do, redugdo, hidrolise, protecdo de grupos funcionais, descarboxilagdo,
metoxilagdo, entre outras (Esquema 12).”°

A partir da reacdo da nitrona 44 com l-penteno em um tubo selado obteve-se a
isoxazolidina 45 com rendimento de 87 %. Através da clivagem redutiva da ligagdo N-
O do composto 45, utilizando uma liga de Ni/Al e hidroxido de potassio (aquoso) em
metanol, obteve-se o y-aminodlcool 46 em rendimento de 97 %. A prote¢do da funcdo
amina com diterbutil dicarbonato, forneceu o composto 47 com rendimento de 80%.
Este foi tratado com cloreto de mesila em piridina, formando o carbamato ciclico 48.
Hidrélise e descarboxilagdo do carbamato ciclico 48 forneceu o y-aminoalcool 49 em
rendimento quantitativo. O composto 49 foi submetido a reacdo com CICO,CHj; e
posteriormente Ac,O para protegdo das fungdes amina e dalcool, respectivamente,
resultando no composto 50. Posterior metoxilacdo anddica de 50 na presenca de
Et;NOTs em metanol produziu o composto 51, que em seguida reagiu com o
sililenoléter na presenca de acido de Lewis (Reagao de Mukayama), obtendo-se a cetona
52. Esta cetona 52 sofre redugdo estercosseletiva com LiHAI(OfBu); formando o
composto 53, que foi hidrolisado em meio béasico rendendo o composto 43

(andrachamina).”®
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O
44
[]\)Oic
N C3H,
| H
CO,CH;
50
OAc (@) OAc
viii
H3C N C3H7 H7C3 N C3H7
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Esquema 12. Sintese da andrachamina 43.

i: CHCl;: EtOH (1:1), 1-penteno, 50 °C, 90h, 87%.

ii: Ni/Al, KOH (1M), MeOH, t.a., 17h, 97%.

iii: BOC,0, THF, t.a., 3h, 80%.

iv: MesCl, piridina, t.a., 24h, 96%.

v: KOH (2M, etanolico), t.a., 17h + 1h de refluxo, rendimento quantitativo.

vi: a) CICO,CH;, K,CO; H,0, t.a., 3h, 69%; b) Ac,0, piridina, t.a. 17 h, 69%.

vii: -2e, EttNOTs, MeOH, 8V; 8F/mol, 92%.

viii: CF3S0;SiMe; ou TiCly, CH,=C(OSiMe;)CH,CH,CH;, CH,Cl,, -78 °C, 1h, 81%.
ix: LIHAI(O7Bu);, THF, 0 °C, 1h, 84%.

x: KOH (1-2M, etandlico), 1-5h, refluxo, 95%.

Outros alcaloides piperidinicos que merecem um destaque especial sdo a 1-(2-N-
metilpiperidil)-butan-2-ona 54 e 1-(2-N-metilpiperidil)-pentan-2-ona 55 (Figura 6),
isolados por Ho e col. da planta Pratia nummalaria comumente utilizada na medicina

popular para o tratamento de diabetes, ciclo menstrual irregular, reumatismo,
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inflamagdes, malaria e tumores. Estudos realizados comprovaram que os alcaloides

. ~ . . . 79
isolados estdo relacionados com os efeitos benéficos desta planta.

(j\)i/ (j\)(L/\
N N

I 54 I

CH3 CH3 55

Figura 6. Alcalodides 54 e 55 isolados da planta Pratia nummalaria.

O alcaloide 55 também foi sintetizado pelo autor, através de varias etapas,

envolvendo reagdes de acilagdo, metilacdo, redugdo e oxidagao (Esquema 13).79

=
a) CgHsLi = | 0
NS > N
57
5

|
6
O
55

a) CH3I
l b) NaBH,

¢) PYC, H,

OH
_ KyCrOy/HY
) )
CH, 58

|
CH,

Esquema 13. Sintese do alcaldide 55.

A partir da reacdo entre a 2-metilpiridina 56 e butirato de metila, utilizando
como base fenillitio, a uma temperatura de —78 °C, sob atmosfera de nitrogénio, obteve-
se a cetona 57. O composto 57 foi metilado com iodometano (metilagdo do nitrogénio),
reduzido com borohidreto de sodio (reducdo da cetona para alcool), e sofreu uma
hidrogenagao catalitica do anel piridinico com utilizagdo do catalisador de Adams
(Pt/C), resultando no composto 58. O composto 58 foi oxidado com reagente de Jones
(K,Cr,0-/H") obtendo o composto 55 (Esquema 13).”

Resumindo, os alcaldides apresentam as mais variadas atividades biologicas e

propriedades farmacologicas, e portanto, ¢ cada vez maior o interesse no isolamento e
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sintese destes compostos. Pode-se encontrar na literatura varios outros métodos de

5 77,78,80-83
preparacdo desta classe de compostos. '™
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais do presente trabalho consistem em isolar o acido caurendico
(composto 8) a partir do extrato da planta Acmela brasiliensis (Compositae) e usa-lo
como modelo para a obtencdo de andlogos sintéticos que serdo submetidos a andlise
bioldgica para atividade antifiingica.

Objetiva-se também a sintese de chalconas para serem submetidas a testes
biologicos para atividade anti-Leishmania amazonensis, antifungica e antinociceptiva.

Pretende-se ainda sintetizar andlogos do hidrocloreto de cis-8,10-di-n-
propillobelidiol diidratado 42 e do andrachamina 43, e submeté-los a analise

farmacoldgica para atividade antinociceptiva.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Sintese de derivados do acido caurendico

- Isolar e purificar o 4cido caurendico 8 extraido da Acmela brasiliensis, além de
realizar modificacdes sintéticas (Esquema 14);

- Sintetizar as amidas 59 a partir da reacdo do cloreto de acido 16 (preparado a
partir da reagdo do acido caurendico com cloreto de tionila em tetracloreto de carbono)
com diferentes aminas;

- Preparar os ésteres 60, a partir de reagdes envolvendo o 4cido caurendico 8 e
haletos organicos em meio basico ou em meio acido, utilizando diferentes alcoois;

- Sintetizar a cetona 11, a partir da clivagem oxidativa da dupla ligagdo C-C do
acido caurendico 8 com tetroxido de 6smio e periodato de sodio;

- Obter os ésteres 61 de alquila e benzila a partir da cetona 11, em meio basico,

utilizando como eletréfilos haletos organicos.
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RNH,
CH,CI,

SOCL,/CCl,

refluxo R: alquil ou aril

KOH/R-X (X:CL, Br. I) |
ou H,SO,/ROH

“COOR
60

R: alquil ou aril

R: alquil ou aril

Esquema 14. Modificagdes sintéticas a serem realizadas no acido caurendico.

3.2.2. Sintese de chalconas

- Sintetizar a xantoxilina 34 a partir da reacdo de metilagao da floroacetofenona
64 com sulfato de dimetila (Esquema 15);

- Sintetizar chalconas 62 e 63, respectivamente, a partir da reacdo de
condensagdo alddlica do composto 34 (xantoxilina) ¢ composto 37 (xantoxilina
monobromada), com diferentes aldeidos, usando como base hidréxido de s6dio e como

solventes etanol e agua (Esquema 15).
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on o OH O OH O
Br
(CH;),SOy4 Br,/AcOH
—— " —_— >
K,CO3
HO oH H,CO N OCH; H,CO - OCH,
64
RCHO RCHO
NaOH/EtOH NaOH/EtOH
OH (0] OH (0]
Br
2 N 7 R
H;CO OCH; H;CO OCH;
62 63

R: aril substituido, furil, naftil

Esquema 15. Sintese de chalconas.

3.2.3. Sintese de anéalogos de alcaldides

- Sintetizar os analogos de alcaldides a partir da rota apresentada no Esquema
16, que consiste na acilagdo da 2,6-lutidina 65 com butirato de etila, seguido de reacdes
de metilagdo e reducdo do composto 66.

- Realizar modificagdes estruturais no composto 67, como metilagao, acetilagao

e acilagao (Esquema 16).

| a) CHy(CH,)sLi N |
H3C N CH; b) CH;3(CH,),COOCH,CHj3 .
65 o6
a) CH;l
b) NaBH,
¢) PUC, H,
OH OH
OCH, OCH
3 ? (CH3),804 .
N _ (CH3),CO/CH;0H |
I CH;
CH
683 (Ac0),0 67
piridina
RCOCI1
-piridina
OAc OAc
N
QCOR OCOR
o /\)\/Ej\)\/\
69 ITI

Esquema 16. Sintese de analogos de alcaldides.
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4. JUSTIFICATIVA

A busca por farmacos mais eficientes contra doencas, como cancer, HIV,
Alzheimer e Parkinson, tem motivado a pesquisa envolvendo novas substincias
oriundas de fontes naturais. Das plantas ja foram isolados inimeros compostos
utilizados na medicina para a cura de varias enfermidades, como j& citamos
anteriormente. Neste contexto, o Grupo Estrutura-Atividade da UFSC vem pesquisando
ao longo dos anos as mais variadas espécies de plantas visando o isolamento de
compostos inéditos, além da sintese de compostos analogos que possam ser utilizados
para o desenvolvimento de novos farmacos.

O interesse na sintese de derivados do 4cido caurendico deve-se ao fato deste
composto, quando anteriormente pesquisado pelo nosso grupo de pesquisa, ter
apresentado propriedades antinociceptiva e antibacteriana'"'> Outro fator relevante é
que existem poucos exemplos de derivados sintéticos do acido caurenoico na literatura.

Outra classe de compostos que tem despertado interesse sdo as chalconas, por
possuirem uma grande variedade de propriedades farmacolégicas e biologicas. >
Observou-se, através de pesquisa realizada na literatura, que existem poucas chalconas
preparadas a partir da xantoxilina, sendo todas obtidas através da xantoxilina extraida de
fontes naturais. A importancia deste trabalho consiste na obten¢do de chalconas inéditas
ou com propriedades biologicas ainda ndo estudadas, a partir da xantoxilina, que sera
também sintetizada, a partir de reagentes e condi¢des simples.

A importancia dos alcaldides também ¢ notavel, sendo os compostos utilizados
amplamente na medicina por possuirem um amplo emprego farmacéutico e uma
variedade de atividades bioldgicas. Merece destaque especial a andrachamina (alcal6ide
43) que ¢ um composto promissor na cura de disfungdes neuroldgicas que atingem
milhdes de pessoas em todo mundo.””””® Um composto analogo, o alcaldide 42 isolado
da Siphocampylus verticillatus pelo nosso grupo de pesquisa e quando analisado
farmacologicamente, apresentou importante efeito antinociceptivo, sendo ligeiramente
menos potente que a morfina.

Nesse sentido, a sintese de andlogos torna-se muito importante, uma vez que
pode-se sintetizar compostos mais potentes e seletivos, com a possibilidade de

constituirem-se em novos farmacos.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. MATERIAL E METODOS

Nos procedimentos de cromatografia em coluna (c.c.), utilizou-se silica gel
(0,063-0,200 mesh) Merck como suporte. O diametro e a altura das colunas variaram de
acordo com a quantidade de material absorvido. As elui¢des foram feitas com solventes
organicos em ordem crescente de polaridade. As fracdes foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada (c.c.d), utilizando-se silica gel 60 GF 254 da Merck e
visualizacdo através de luz ultravioleta (A=254 e 366 nm) e pulverizagdo com
reveladores especificos, como: anisaldeido sulfurico (para terpenos), cloreto férrico
(para compostos fenolicos), reativo de Dragendorff (para aminas) e reagentes gerais tais
como acido sulfurico/ metanol e iodo elementar.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H (200 e 400 MHz), e
BC (50 e 100 MHz), foram realizados em espectrdmetros BRUKER AC-200F ¢
VARIAN OXFORD AS-400, tendo como referéncia interna tetrametilsilano (TMS) ou
o proprio solvente. Nos espectros apresentados neste trabalho foi empregado como
solvente cloroférmio deuterado (CDCls).

Os espectros de absor¢ao no infravermelho (IV) foram obtidos em um
espectrometro Perkin-Elmer FT-16-PC, utilizando pastilha de KBr para so6lidos e filme
para liquidos. A referéncia utilizada foi absor¢io em 1028 cm™ de um filme de
poliestireno.

As andlises elementares foram realizadas utilizando um aparelho de CHN Perkin
Elmer 2400; as de Ultra-Violeta em espectrofotometro Jasco UV-530 e os pontos de
fusdo dos compostos foram obtidos em aparelho digital de ponto de fusdo, MGAPF-
301, da Microquimica Equipamentos Ltda.

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho sdo de procedéncia Aldrich,

Merck, Sigma, Fluka, Reagen e Vetec.
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5.2. EXTRACAO E ISOLAMENTO DO ACIDO CAURENOICO 8

Coletou-se diferentes partes da planta Acmela brasiliensis DC. no municipio de
Florian6polis, em novembro de 2001, sendo a mesma identificada pelo Professor
Ademir Reis do Departamento de Botanica (UFSC). Uma excicata encontra-se
depositada no Herbarium Barbosa Rodrigues (HBR), na cidade de Itajai-SC, sob n° VC
Filho, 002. Apds secagem da planta a temperatura ambiente por sete dias, triturou-se e
macerou-se com acetona por seis dias, concentrou-se o extrato em evaporador rotativo a
temperatura de 50 °C. Purificou-se o extrato bruto em coluna cromatografica de silica
gel, utilizando-se como eluente, inicialmente, hexano e depois, uma mistura de hexano-
acetato de etila com aumento gradativo de polaridade. As fragcdes foram monitoradas
por cromatografia em camada delgada (utilizando como substancia reveladora
anisaldeido sulfurico) e comparadas com o padrdo do 4acido caurendico anteriormente
isolado em nosso laboratério.” Isolou-se o 4cido cauren6ico 8 como um solido branco.
A partir de 1,750 Kg de planta seca obteve-se 2,73 g de acido caurendico puro (0,156
%); pf.: 179-180 °C (lit. pf.: 179-181 °C).2 IV vina/em™ (E. 3, p. 129) 3000-2800 (O-
H), 1692 (COOH), 1650 (C=CH,), KBr; RMN 'H (E. 1, p. 127): 50,94 (3H, s, 20-CH3),
1,24 (3H, s, 18-CH3), 2,63 (1H, m, H-13), 4,73 (1H, s, H-17), 4,79 (1H, s, H-17).

5.3. PREPARACAO DE DERIVADOS DO ACIDO CAURENOICO 8

5.3.1. PREPARACAO DO ACIDO 16-METOXICAURAN-19-OICO 19

Em um baldo de 25 mL e 1 boca, munido de agitacio magnética, adicionou-se
MeOH (2 mL), H,SO4 concentrado (2 gotas) e acido caurendico 8 (0,05 g; 0,165
mmol). Deixou-se agitando a reagdo por um periodo de 18 h a temperatura de 25 °C,
apo6s este tempo adicionou-se agua (20 mL) e extraiu-se com acetato de etila (3 X 20

mL). Secou-se a fase organica com MgSO, anidro, filtrou-se e concentrou-se em
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evaporador rotativo. Purificou-se o residuo em coluna cromatografica de silica gel,
obtendo-se o composto 19 (s6lido branco) com rendimento de 66 % (0,037 g); pf.: 219-
222 °C (lit. pf.: 202-205 °C).*° IV vma/em™ (E. 15, p. 141) 3180-2928 (O-H), 2848
(OCH3), 1724 (COOH), KBr; RMN 'H (E. 13, p. 139): 50,95 (s, 3H, 20-CH3), 1,22 (s,
3H, 18-CHs), 1,27 (s, 3H, 17-CH3), 3,13 (s, 3H, OCH3). Anal. Calcd. para C;1H3403: C,
75,41%; H, 10,25%. Exp.: C, 75,15%; H, 10,28%.

Os dados de RMN " C para o acido caurendico 8 e todos os derivados
encontram-se na Tabela 1 no final da Parte Experimental. Os espectros de RMN 'H, '*C

e IV encontram-se no ANEXO 1, p.127.

5.3.2. PREPARACAO DO 16-METOXICAURAN-19-OATO DE METILA 20

Em um balao de 25 mL e 2 bocas, munido de agitacdo magnética, adicionou-se o
acido caurendico 8 (0,05 g; 0,165 mmol) e cloreto de tionila (0,70 mL; 9,6 mmol),
aquecendo-se a solugdo sob refluxo por um periodo de 3 h. Evaporou-se o excesso de
cloreto de tionila sob pressdo reduzida e tratou-se o residuo com MeOH anidro (3,0
mL), aquecendo a mistura sob refluxo por 3 h. Apos este tempo resfriou-se a reagdo, e
concentrou-se a mistura em evaporador rotativo. Purificou-se o residuo obtido em
coluna cromatografica de silica gel, obtendo-se o composto 20 (s6lido branco) com
rendimento de 69 % (0,040 g); pf.: 112-114 °C (lit. pf.: 119,5-120,5 °C).** IV vpae/cm™
(E. 18, p. 144) 2932 (OCHj3), 1720 (COOCH3), KBr; RMN 'H (E. 16, p. 142): 50,82 (s,
3H, 20-CH3), 1,16 (s, 3H, 18-CH3), 1,25 (s, 3H, 17-CHs), 3,12 (s, 3H, OCHs), 3,64 (s,
3H, COOCH3;). Anal. Caled. para CxH3603: C, 75,82%; H, 10,41%. Exp.: C, 75,40%;
H, 10,52%.

5.3.3. PROCEDIMENTO GERAL PARA A PREPARACAO DOS ESTERES 9, 71-76
Em um baldo de 25 mL e 2 bocas, munido de agitagdo magnética, adicionou-se

KOH (0,032 g; 0,66 mmol), acetona anidra (2,0 mL) e deixou-se a mistura sob agita¢ao

magnética por 5 minutos a uma temperatura de 25 °C. Apds este tempo adicionou-se o
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acido caurenoico 8 (0,05 g; 0,165 mmol) na reacdo e em seguida o haleto de alquila
(0,17 mmol). Deixou-se agitando a reagdo a temperatura de 25 °C por um periodo
indicado abaixo para cada composto, apos este tempo adicionou-se agua (20 mL) no
meio reacional e extraiu-se a reagdo com acetato de etila (3 X 20 mL). Lavou-se a fase
organica com agua (3 X 10 mL), secou-se com MgSQ, anidro, filtrou-se e concentrou-
se em evaporador rotativo. Purificou-se o residuo obtido em coluna cromatografica de
silica gel, utilizando-se como eluente uma mistura de hexano-acetato de etila com

aumento gradativo de polaridade.

CAUR-16-EN-19-OATO DE METILA 9

1 Hora, sélido branco, 89 % de rendimento (0,046 g); p.f.: 88-90 °C (lit. p.f.: 88-
89 °C);” IV vmadem™ (E. 6, p. 132) 3064 (=CH,), 1724 (COOCHj3), 1656 (C=CH,),
KBr; RMN 'H (E. 4, p. 130): 50,82 (s, 3H, 20-CH3), 1,16 (s, 3H, 18-CHj3), 2,63 (m, 1H,
H-13), 3,63 (s, 3H, COOCH;), 4,73 (s, 1H, H-17), 4,79 (s, 1H, H-17). Anal. Calcd. para
C21H3,0,: C, 79,70%; H, 10,19%. Exp.: C, 79,86%; H, 10,11%.

CAUR-16-EN-19-OATO DE BUTILA 71

1 Hora, 6leo incolor, 71% de rendimento (0,042 g); IV Vina/om’™! (E. 21, p. 147)
2930 (=C-H), 1722 (COOR), 1464 (=C-H), filme; RMN 'H (E. 19, p. 145): 50,84 (s,
3H, 20-CHs), 1,16 (s, 3H, 18-CH3), 2,63 (m, 1H, H-13), 4,07-3,98 (m, 2H, OCH,), 4,73
(s, 1H, H-17), 4,79 (s, 1H, H-17). Anal. Calcd. para C,4H330,: C, 80,39%; H, 10,68%.
Exp.: C, 80,87%; H, 10,21%.
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CAUR-16-EN-19-OATO DE BENZILA 72

2 Horas, sélido branco, 89% de rendimento (0,057 g); p.f.: 44-46 °C; IV
Vma/em™ (E. 24, p. 150) 3418 (C-H), 2926 (=C-H), 1722 (COOR), 1452 (=C-H), KBr;
RMN 'H (E. 22, p. 148): 50,78 (s, 3H, 20-CH3), 1,16 (s, 3H, 18-CH3), 2,62 (m, 1H, H-
13), 4,72 (s, 1H, H-17), 4,78 (s, 1H, H-17), 5,03 (d, 1H, J = 12,5 Hz, OCH»), 5,14 (d,
1H, J = 12,5 Hz, OCH,), 7,36 (m, 5H, H-Ar). Anal. Calcd. para C,;H3¢0,: C, 82,61%;
H, 9,24%. Exp.: C, 82,68%; H, 9,18%.

CAUR-16-EN-19-OATO DE 4-NITROBENZILA 73

24 horas, solido branco, 21% de rendimento (0,015 g); p.f.: 115-117 °C; IR
Vma/em™ (E. 27, p. 153) 2924 (=C-H), 1718 (COOR), 1462 (=C-H), KBr; RMN 'H (E.
25, p. 151): 60,78 (s, 3H, 20-CH3), 1,25 (s, 3H, 18-CH3), 2,63 (m, 1H, H-13), 4.73 (s,
1H, H-17), 4,79 (s, 1H, H-17), 5,10 (d, 1H, J = 13,5 Hz, OCH,), 5,26 (d, 1H, J = 13,5
Hz, OCH,), 7,54 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ar), 8,24 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ar). Anal. Calcd.
para Cy7H3sO4N: C, 74,11%; H, 8,06%; N, 3,20%. Exp.: C, 74,38%; H, 7,73%; N,
3,02%.

CAUR-16-EN-OATO DE 4-FLUORBENZILA 74
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2 Horas, 6leo incolor, 37% de rendimento (0,025 g); IV via/cm™ (E. 30, p. 156)
2924 (=C-H), 1718 (COOR), 1450 (=C-H), filme; RMN 'H (E. 28, p. 154): 50,74 (s,
3H, 20-CHs), 1,17 (s, 3H, 18-CHs), 2,62 (m, 1H, H-13), 4,72 (s, 1H, H-17), 4,78 (s, 1H,
H-17), 4,99 (d, 1H, J = 12,5 Hz, OCH,), 5,10 (d, 1H, J = 12,5 Hz, OCH,), 7,04 (m, 2H,
H-Ar), 7,34 (m, 2H, H-Ar). Anal. Calcd. para Cy;H3sFO,: C, 78,99%; H, 8,59%. Exp.:
C, 78,72%; H, 8,61%.

CAUR-16-EN-19-OATO DE 4-CLOROBENZILA 75

24 Horas, solido branco, 48% de rendimento (0,034 g); p.f.: 79-82 °C; IV
Vma/em™ (E. 33, p. 159) 3066 (=C-H), 1714 (COOR), 1460 (=C-H), KBr; RMN 'H (E.
31, p. 157): 60,76 (s, 3H, 20-CHj3), 1,18 (s, 3H, 18-CHj3), 2,62 (m, 1H, H-13), 4,73 (s,
1H, H-17), 4,78 (s, 1H, H-17), 4,98 (d, 1H, J = 12,5 Hz, OCH,), 5,11 (d, 1H, J = 12,5
Hz, OCH,), 7,25-7,35 (m, 4H, H-Ar). Anal. Calcd. para C,;H3sClO;: C, 75,94%; H,
8,26%. Exp.: C, 76,20%; H, 8,28%.

CAUR-16-EN-19-OATO DE 4-BROMOBENZILA 76

20 Horas, solido branco, 74% de rendimento (0,057 g); p.f.: 84-86 °C; IV
Vmax/em” (E. 36, p. 162) 3064 (=C-H), 1714 (COOR), 1480 (=C-H), KBr; RMN 'H (E.
34, p. 160): 50,75 (s, 3H, 20-CH3), 1,16 (s, 3H, 18-CH3), 2,61 (m, 1H, H-13), 4,72 (s,
1H, H-17), 4,77 (s, 1H, H-17), 4,95 (d, 1H, J = 13,0 Hz, OCH,), 5,08 (d, 1H, J = 13,0
Hz, OCH,), 7,22 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-Ar), 7,47 (2H, d, J = 8,1 Hz, H-Ar). Anal. Calcd.
para C,7H35BrOs: C, 68,78%:; H, 7,48%. Exp.: C, 69,07%; H, 7,73%.
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5.3.4. PREPARACAO DO ACIDO 16-0X0O-17-NORCAURAN-19-OICO 11.

Em um baldo de 25 mL e 2 bocas, munido de agitacdo magnética, adicionou-se o
acido caurendico 8 (0,05 g; 0,165 mmol), uma mistura de THF-H,O (1:1; 5,2 mL),
NalOg4 (0,17 g; 0,82 mmol) e um cristal de OsO4. Deixou-se sob agitagdo magnética por
um periodo de 12 h a temperatura de 25 °C. Apos este tempo, adicionou-se agua (20
mL) na reacdo e tratou-se com bissulfito de sodio saturado e tiossulfato de sddio (10 %
aquoso). Extraiu-se com acetato de etila (3 X 20 mL) e lavou-se a fase organica com
agua (5 X 10 mL), secou-se com MgSO, anidro, filtrou-se e concentrou-se em
evaporador rotativo. Purificou-se o residuo obtido em coluna cromatografica de silica
gel, obtendo-se o composto 11 (solido branco) com rendimento de 85% (0,042 g); pf.:
234-236 °C (lit. pf.: 229-232 °C).2 IV vmadem™ (E. 9, p. 135) 3530-2840 (O-H), 1730
(COOH), 1730 (C=0), KBr; RMN 'H (E. 7, p. 133): § 1,01 (s, 3H, 20-CHs), 1,26 (s,
3H, 18-CH3), 1,95 (s, 2H, H-15). Anal. Calcd. para Ci9H2303: C, 74,96%; H, 9,27%.
Exp.: C, 74,66%; H, 9,25%.

5.3.5. PREPARACAO DO 16-OX0-17-NORCAURAN-19-OATO DE METILA 12

Em um baldo de 25 mL e 2 bocas, munido de agitagdo magnética, adicionou-se
KOH (0,032 g; 0,66 mmol) e acetona anidra (2,0 mL). Deixou-se a mistura sob
agitagdo magnética por 5 minutos a uma temperatura de 25 °C. Adicionou-se o
composto 11 (0,051 g; 0,167 mmol) a reagdo, seguido de iodometano (0,05 mL g; 0,8
mmol). Apos 24 horas de agitagdo a temperatura de 25 °C, adicionou-se dgua (20 mL)
na reagdo e extraiu-se com acetato de etila (3 X 20 mL). Lavou-se a fase organica com
agua (3 X 10 mL), e secou-se com MgSO4 anidro, filtrou-se e concentrou-se em
evaporador rotativo. Purificou-se o residuo obtido em coluna cromatografica de silica
gel, obtendo-se o composto 12 (s6lido branco) com rendimento de 100% (0,053 g); pf.:
108-110 °C (lit. pf.: 127-128 °C).*° IV vpax/em™ (E. 12, p. 138) 1740 (COOCH3), 1740
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(C=0), KBr; RMN 'H (E. 10, p. 136): 6 0,84 (s, 3H, 20-CH3), 1,25 (s, 3H, 18-CH3),
1,95 (s, 2H, H-15), 3,66 (s, 3H, OCHj3). Anal. Calcd. para CyH300s: C, 75,43%; H,
9,50%. Exp.: C, 75,13%; H, 9,53%.

5.3.6. Preparagdo das amidas 77-79

Em um balao de 25 mL e 2 bocas, munido de agitacdo magnética, adicionou-se o
acido caurendico 8 (0,05 g; 0,165 mmol) e cloreto de tionila (0,70 mL; 9,6 mmol),
aquecendo-se a solugdo sob refluxo por um periodo de 3 h. Evaporou-se o excesso de
cloreto de tionila sob pressao reduzida e tratou-se o residuo com amina (0,33 mmol).
Deixou-se a mistura sob agitagdo magnética por 2 horas a uma temperatura de 25 °C.
Apos este tempo concentrou-se a mistura em evaporador rotativo. Purificou-se o residuo
obtido em coluna cromatografica de silica gel, utilizando-se como eluente uma mistura

de hexano-acetato de etil com aumento gradativo de polaridade.

CAUR-16-EN-19-N-FENILAMIDA 77

Solido branco, 23 % de rendimento (0,014 g); pf.: 132-133 °C. IV Vina/em’™’ (E.
39, p. 165) 3430 (N-H), 1676(C=0), KBr; RMN 'H (E. 37, p. 163): 50,96 (s, 3H, 20-
CH3), 1,25 (s, 3H, 18-CH3), 2,63 (m, 1H, H-13), 4,74 (s, 1H, H-17), 4,79 (s, 1H, H-17),
5,07 (s, 1H, N-H), 7,06-7,50 (m, SH, H-Ar).

Os dados de RMN "* C para a amida 77 encontram-se na Tabela 1 no final da
Parte Experimental (p. 47). Os espectros de RMN 'H, °C e IV encontram-se no
ANEXO 1 (p. 163-165).
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5.4. PREPARACAO DE DERIVADOS DAS CHALCONAS

5.4.1. PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DA FLOROACETOFENONA
(2°,4°,6’-TRIHIDROXIACETOFENONA) 64

Em um erlenmeyer de 1000 mL, munido de tubo secante contendo cloreto de
calcio, adicionou-se floroglucinol anidro (25,2 g; 200 mmol), acetonitrila anidra (21
mL), éter etilico anidro (100 mL) e cloreto de zinco anidro (5,00 g; 36,68 mmol).
Resfriou-se o erlenmeyer em uma mistura de gelo e sal, e borbulhou-se sobre o
erlenmeyer acido cloridrico gasoso (anidro) por 2 horas, com agitagdo ocasional.
Deixou-se o erlenmeyer fechado em repouso no freezer por 24 horas. Apds este periodo,
borbulhou-se 4cido cloridrico gasoso por mais 2 horas. Deixou-se o erlenmeyer fechado
por 3 dias no freezer, formando-se entdo um precipitado amarelo-alaranjado. Apds,
decantou-se o liquido da reagdo e lavou-se o s6lido com éter etilico anidro (2 x). Logo
ap6s transferiu-se o solido para um béquer de 1000 mL e adicionou-se sobre este
lentamente 1000 mL de dgua quente. Aqueceu-se e agitou-se por 2 horas esta solugdo.
Ap0s ficar em repouso, os cristais formados foram filtrados e secos a temperatura de
120 °C para remover a agua de cristalizagdo. Obteve-se um solido amarelo claro com

rendimento de 86% (29 g) ; pf.: 217-219 °C (lit. pf.: 217-219 °C).*

5.4.2. PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DA XANTOXILINA (2’-
HIDROXY-4’,6’-DIMETOXIACETOFENONA) 34

OH o

HycO” 4 OCH;

Em um baldo de 150 mL e 2 bocas munido de condensador de refluxo e tubo
secante contendo cloreto de célcio, adicionou-se a floroacetofenona 64 (3,00 g; 17,85
mmol) e acetona (100 mL), deixando-se agitar até todo o sélido ser dissolvido.
Adicionou-se carbonato de potassio (4,92 g; 35,7 mmol) e, gota-a-gota, sulfato de
dimetila (3,72 mL; 39,2 mmol), agitando sob refluxo por 8 horas. Logo apos este

periodo, evaporou-se o solvente em evaporador rotativo e acidificou-se com &cido
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cloridrico concentrado a temperatura de 0 °C. Extraiu-se a rea¢do com diclorometano
(3x 25 mL) e recristalizou-se o residuo obtido com diclorometano e hexano, obtendo-se
um sdlido incolor na forma de agulhas, com rendimento de 88% (3,07 g); pf.: 82-83 °C

(lit. pf.: 82 °C).*®

5.4.3. PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DA XANTOXILINA
MONOBROMADA (2’-HIDROXI-3’-BROMO-4",6’-DIMETOXIACETOFENONA)
37

Em um baldao de 25 mL e 2 bocas, munido de agitagdo magnética e funil de
adicao de liquido, adicionou-se a xantoxilina 34 (0,5 mg; 2,55 mmol) e acido acético
(10 mL), agitando-se até¢ completa dissolu¢do da xantoxilina. Adicionou-se, pelo funil
de adicdo de liquido, uma solugdo de acido acético (2,5 mL) e bromo (0,13 mL; 2,55
mmol) sobre a solugdo da xantoxilina 34 e acido acético, gota-a-gota a temperatura de 0
°C (até persistir a cor laranja na reagio). Deixou-se agitando a temperatura de 0 °C por
mais 30 minutos. O so6lido formado foi filtrado e lavado com etanol. Recristalizou-se a
xantoxilina monobromada em etanol, obtendo-se um sélido amarelo com rendimento de

72% (0,504 g); pf.: 186-187 °C (lit. pf.: 185 °C).%

5.4.4. PROCEDIMENTO GERAL PARA A PREPARACAO DAS CHALCONAS 33,
35, 36, 39, 40, 41, 81-91

Em um baldo de 25 mL e 1 boca, munido de agitagdo magnética, adicionou-se a
acetofenona (0,50 mmol de 34 ou 37), etanol (8 mL), hidroxido de sédio (200 mg; 5
mmol) e 4gua (2 gotas), deixou-se agitando-se por alguns minutos, em seguida
adicionou-se o aldeido (0,56 mmol). Deixou-se reagindo a temperatura ambiente pelo
tempo indicado abaixo para cada composto. Apos o periodo indicado, acidificou-se a
reacdo com acido cloridrico 10 % e extraiu-se com éter etilico (3x 10 mL), secou-se a
fase organica com MgSQO, anidro e evaporou-se o solvente em evaporador rotativo.

Recristalizou-se todas as chalconas com éter etilico e diclorometano.
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Os espectros de RMN 'H, BCelv para as chalconas 33, 35, 36, 39, 40, 41, 81-
91 encontram-se no ANEXO 1 (p. 166-214).

1-(2'-HIDROXI-4',6'-DIMETOXIFENIL)-3-(3,4-DICLOROFENIL)PROP-2-EN-1-

ONE 81
‘ 7 1 2 a
' 6
OCHj < Sa
2 Horas, solido amarelo, 47 % de rendimento (0,087 g); pf.: 120-123 °C; UV
Amax 343 (3.80); IV vima/em™ (E. 60, p. 186) 1622 (C=0), 1586 (C=C), KBr; RMN 'H
(E. 58, p. 184): 63,84 (s, 3H, OCH3), 3,92 (s, 3H, OCH3), 5,97 (d, 1H, J = 2,3 Hz, H-
5", 6,14 (d, 1H, J = 2,3 Hz, H-3"), 7,43-7,51 (m, 3H, H-2, H-3, H-6), 7,62 (d, 1H, J =
15,60 Hz, H-a), 7,85 (d, 1H, J = 15.60 Hz, H-B), 14,14 (s, 1H, OH). Anal. Calcd. para
C17H14C1104: C 57,81, H 4,00. Exp. C 57,32, H 4,09.

H;CO

1-(2'-HIDROXI-4',6'-DIMETOXIFENIL)-3-(4-NITROFENIL)PROP-2-EN-1-ONE 82

OH (0)

7 2
9 ! 3
8
6
OCH, 4 No,
5 5

H;CO

24 Horas, solido laranja, 45 % de rendimento (0,074 g); pf.: 295-296 °C; UV
Amax 379 (3,80) IV via/em™ (E. 62, p. 188) 1664 (C=0), 1584 (C=C), KBr; RMN 'H
(E. 61, p. 187): 63,93 (s, 3H, OCH3), 3,97 (s, 3H, OCHs), 6,17 (s, 1H, H-5"), 6,42 (s,
1H, H-3"), 6,75 (s, 2H, H-2, H-6), 7,25 (s, 2H, H-3, H-5), 7,98 (d, 1H, J = 8,85 Hz, H-
a), 8,26 (d, 1H, J = 8,85 Hz, H-B). Anal. Calcd. para C;7H;sNO¢: C 62,00, H 4,59, N
4,25. Exp. C 61,98, H 4,56, N 4,23.

1-(2'-HIDROXI-4',6'-DIMETOXIFENIL)-3-(2-CLOROFENIL)PROP-2-EN-1-ONE 83

OH O Cl

Hyco™ 4 OCH;

1 Hora, s6lido amarelo, 89 % de rendimento (0,143 g); pf.: 136-137 °C; UV Apax
336 (3,68); IV Vinax/cm’! (E. 64, p. 191) 1630 (C=0), 1556 (C=C), KBr; RMN 'H (E.
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63, p. 189): 53,88 (s, 3H, OCHs), 3,94 (s, 3H, OCHs), 6,0 (d, 1H, J = 2,36 Hz, H-5"),
6,15 (d, 1H, J = 2,36 Hz, H-3"), 7,30-7,75 (m, 4H, H-3, H-4, H-5, H-6), 7,91 (d, 1H, J
= 15,67 Hz, H-), 8,19 (d, 1H, J = 15,67 Hz, H-p), 14,25 (s, 1H, OH). Anal. Calcd.
para C17H;sCl04: C 64,06, H 4,74. Exp. C 63,87, H 4,80.

2-[-3-(2'-HIDROXI-4",6'-DIMETOXIFENIL)-3-OXOPROP-1-ENIL] BENZOICO 84

OH (6] COOH

H;CO OCH;

23 Horas, sélido amarelo, 44 % de rendimento (0,073 g); pf.: 160-161 °C; UV
Amax 291 (3,82) IV vipae/cm™ (E. 68, p. 194) 1640 (C=0), 1560 (C=C), KBr; RMN 'H
(E. 66, p. 192): 63,84 (s, 3H, OCH3), 3,93 (s, 3H, OCHz), 6,09 (d, 1H, J = 2,38 Hz, H-
5", 6,12 (d, 1H, J = 2,39 Hz, H-3"), 7,47-7,81 (m, 3H, H-4, H-5, H-6), 7,81 (d, 1H, J =
15,49 Hz, H-a), 7,96 (d, 1H, J = 7,87 Hz, H-3), 8,44 (d, 1H, J = 15,49 Hz, H-B), 13,99
(s, 1H, OH). Anal. Calcd. para C;sH;¢0¢: C 65,85, H 4,91. Exp. C 65,00, H 4,84.

1-(2'-HIDROXI-4',6'-DIMETOXIFENIL)-3-(3-NITROFENIL)PROP-2-EN-1-ONE 85

,
- 1 2 NO,
9 % 3
' 6
oCH 4
5

H,CO 3

18 Horas, solido laranja, 57 % de rendimento (0,097 g); pf.: 171-172 °C; UV
Amax 335 (3.74); IV via/em™ (E. 71, p. 197) 1640 (C=0), 1580 (C=C); KBr; RMN 'H
(E. 69, p. 195): 63,85 (s, 3H, OCH3) 3,94 (s, 3H, OCHj3), 5,98 (s, 1H, H-5"), 6,12 (s,
1H, H-3"), 7,74 (d, 1H, J = 15,68 Hz, H-a), 7,84-7,88 (m, 2H, H-3, H-4), 7,98 (d, 1H, J
= 15,68 Hz, H-B), 8,22 (d, 1H, J = 7.75 Hz, H-4), 8,46 (s, 1H, H-6), 14,09 (s, 1H, OH).
Anal. Calcd. para C;7H;sNOg: C 62,00, H 4,59, N 4,25. Exp. C 60,08, H 4,55, N 4,26.

1-(2'-HIDROXI-4',6'-DIMETOXIFENIL)-3-(4-BROMOFENIL)PROP-2-EN-1-ONE 86

Br
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3 Horas, sélido laranja, rendimento de 38 % (0,071 g); pf.: 150-151 °C; UV Apax
338 (4.08); IV Vina/cm™' (E. 74, p. 200) 1632 (C=0), 1588 (C=C), KBr; RMN 'H (E.
72, p. 198): 63,84 (s, 3H, OCH3), 3,91 (s, 3H, OCHs), 5,96 (s, IH, H-5"), 6,11 (s, 1H,
H-3"), 7,47-7,51 (m, 4H, H-2, H-3, H-5, H-6), 7,68 (d, 1H, J = 15,51 Hz, H-a), 7,87 (d,
1H, J = 15,51 Hz, H-B), 14,21 (s, 1H, OH), Anal. Calcd. para C;7H;5s BrO4: C 56,22, H
4,16. Exp. C 56,04, H 4,21.

1-(2'-HIDROXI-4',6'-DIMETOXIFENIL)-3-(4-FLUOROFENIL)PROP-2-EN-1-ONE
87

HycO™ 4 OCH,

24 Horas, sélido amarelo, 87 % de rendimento (0,0134 g); pf.: 140-141 °C; UV
Amax 339 (4.00); IV via/cm™ (E. 77, p. 203) 1632 (C=0), 1572 (C=C), KBr;. RMN 'H
(E. 75, p. 201): 63,79 (s, 3H, OCH3), 3,83 (s, 3H, OCHs), 6,08 (d, 1H, J = 2,22 Hz, H-
3", 6,91 (d, 1H, J = 2,22 Hz, H-5"), 7,01-7,42 (m, 6H, H-B, H-a, H-2, H-3, H-5, H-6),
13,72 (s, 1H, OH), Anal. Calcd. para C7H;sFO4: C 67,54, H 5,00. Exp. C 67,50, H
5,04.

1-(2'-HIDROXI-4',6'-DIMETOXIFENIL)-3-(2-FURIL)PROP-2-EN-1-ONE 88

2 Horas, sélido amarelo, rendimento de 52 % (0,072 g); pf.: 92-94 °C; UV Amax
363 (3.42); IR Vnax/cm™ (E. 80, p. 206) 1626 (C=0), 1586 (C=C), KBr; RMN 'H (E. 78,
p.- 204): 63,83 (s, 3H, OCHs), 3,91 (s, 3H, OCHs), 6,50 (t, 1H, J = 1,68 Hz, H-3), 6,67
(d, 1H, J = 3.31 Hz, H-4), 7,51 (s, 1H, H-2), 7,57 (d, 1H, J = 15,37 Hz, H-a), 7,79 (d,
1H, J = 15,37 Hz, H-B). Anal. Calcd. para C;sH;40s: C 65,69, H 5,14. Exp. C 64,76, H
5,18.
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1-(2'-HIDROXI-4', 6'-DIMETOXIFENIL)-3-(2-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONE 89

OH
' 2' ]'
-

2 Horas, solido amarelo, 30 % de rendimento (0,048 g); pf.: 110-112 °C; UV
Amax 336 (4.05); IV via/em™ (E. 83, p. 209) 1638 (C=0), 1586 (C=C), KBr; RMN 'H
(E. 81, p. 207): 03,85 (s, 3H, OCH3), 3,95 (s, 3H, OCHs»), 5,99 (d, 1H, J = 2,26 Hz, H-
5", 6,13 (d, 1H, J = 2,26 Hz, H-3"), 7,47-7,99 (m, 9H, H-B, H-a, H-2, H-4, H-5, H-6, H-

7, H-, H-10), 14,35 (s, 1H, OH). Anal. Calcd. para C,;H;304: C 75,43, H 5,43. Exp. C
75,52, H 5,47.

7

1 8
2 9
9 7
§
OCH 3 10 6
4 5

H;CO 5

1-(3'-BROMO-2'-HIDROXI-4',6'-DIMETOXIFENIL)-3-(2-CLOROFENIL)PROP-2-

EN-1-ONE 90
OH
2,
.

2 Horas, solido laranja, 47 % de rendimento (0,093 g); pf.: 210-212 °; UV Amax
283 (4.12); IV Vinax/cm™'(E. 86, p. 212) 1624 (C=0), 1556 (C=C), KBr; RMN 'H (E. 84,
p. 210): 63,98 (s, 6H, OCH3), 6,05 (s, 1H, H-5'"), 7,28-7,70 (m, 4H, H-3, H-4, H-5, H-
6), 7,81 (d, 1H, J = 15,58 Hz, H-a), 8,17 (d, 1H, J = 15,58 Hz, H-B), 14,67 (s, 1H, OH),
Anal. Calcd. para C17H4BrClO,4. C 51.35, H 3.55. Exp. C 51.45, H 3.58.

H;CO OCH;

1-(3'-BROMO-2'-HIDROXI-4",6'-DIMETOXIFENIL)-3-(3-NITROFENIL)PROP-2-
EN-1-ONE 91

OH (0]
. 7 5
Br ' 1 3 _NO,
@ '
H,cO™ 4 OCH; -~
S

2 Horas, solido laranja, 71 % de rendimento (0,105 g); pf.: 264 °C; UV Ayax 288
(3.25) IV via/em™ (E. 88, p. 214) 1632 (C=0), 1558 (C=C), KBr; RMN 'H (E. 87, p.
213): 64,01 (s, 3H, OCH3), 4,03 (s, 3H, OCH3), 6,10 (s, 1H, H-5"), 8,48-7,60 (m, 6H,
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H-B, H-a, H-2, H-3, H-4, H-6), 14,55 (s, 1H, OH). Anal. Calcd. para C;7;H;4BrNO: C
50,02, H 3,46, N 3,43. Exp. C 50,10, H 3,44, N 3,40.
Os dados de RMN de " C encontram-se na Tabela 2 (p.48), no final da parte

experimental.
5.5. PREPARACAO DE PIRIDINAS
5.5.1. PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DAS PIRIDINAS 95 e 96

Em um baldao de 250 mL e 3 bocas, munido de agitacio magnética e sob
atmosfera de nitrogénio, a temperatura de 25 °C, adicionou-se 2,6-lutidina (1,39 mL; 12
mmol) e THF anidro (100mL). A mistura foi entdo resfriada a — 78 °C (etanol +
nitrogénio liquido) e foi adicionado n-BuLi 1,3 M (13,85 mL; 18 mmol). Deixou-se
reagindo a esta temperatura por 30 minutos e adicionou-se uma solugdo de butirato de
etila (3,17 mL; 24 mmol) em THF anidro (20 mL). A reacdo foi deixada a temperatura
ambiente por mais 1 hora. Apos este tempo adicionou-se dgua (10 mL) no meio
reacional e retirou-se os materiais volateis em evaporador rotativo. Extraiu-se o residuo
obtido com éter etilico (3 X 20 mL), lavou-se a fase organica com agua (3 X 10 mL),
secou-se com MgSO, anidro, filtrou-se e concentrou-se em evaporador rotativo.
Purificou-se o residuo obtido em coluna cromatografica de silica gel, utilizando-se
como eluente uma mistura de hexano-acetato de etila com aumento gradativo de
polaridade. Obteve-se o composto 95 (6leo amarelo) com rendimento de 40 % (0,84 g),
e o composto 96 (6leo incolor) com rendimento de 10 % (0,33 g).

Os espectros de RMN 'H, "°C ¢ IV para a piridina 95 e os espectros de RMN 'H,
BC, IV e DEPT para a piridina 96 encontram-se no ANEXO 1 (p.215-221).

1-(6-METILPIRIDIN-2-IL)PENTAN-2-ONA 95

4
57 3 09

Hj 6 N 2 8
1 7 11 13

IV vha/em™ (E. 91, p. 217) 2876-3066 (=C-H), 1715 (C=0) e 1648 (C=C),
filme;. RMN 'H (E. 89, p. 215): 5 1,49-1,66 (m, 2H, H-12), 2,46 (t, 2H, J = 7,4 Hz, H-
11), 2,53 (s, 3H, H-10), 3,86 (s, 2H, H-7), 3,86 (s, 2H, H-7), 6,99-7,05 (m, 2H, H-3, H-
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5), 7,53 (t, 1H, J = 7,66 Hz, H-4). RMN "°C (E. 90, p. 216): & 14,02 (C-13), 17,42 (C-
12), 24,74 (C-10), 44,95 (C-11), 52,76 (C-7), 121,47 (C-5), 121,84 (C-3), 137,20 (C-4),
154,55 (C-6), 158,56 (C-2), 208,05 (C=0).

4-[(6-METILPIRIDIN-2IL)METIL]OCTAN-4-OL 96

4 13 14
5.2 3 9 41 12

106l |2

H 8 16
3 1 7 15 17

IV Vinad/em™ (E. 95, p. 221) 3064-3500 (O-H), 2867-2955 (C-H) e 1586 (C=C),
filme; RMN 'H (E. 92, p. 218): 50,83 (2t, 6H, J = 6,65 Hz, H-14, H-17), 1,22-1,34 (m,
10 H, H-11, H-12, H-13, H-15, H-16), 2,47 (s, 3H, H-10), 2,80 (s, 2H, H-7), 6,20 (s,
1H, H-9), 6,87 (d, 2H, J = 7,70 Hz, H-5), 6,97 (d, 1H, J = 7,70 Hz, H-3), 7.47 (t, 1H, J
= 7,70 Hz, H-4). RMN C (E. 93, p. 219): § 14,73 (C-17), 15,37 (C-14), 17,75 (C-16),
23,96 (C-13), 24,95 (C-10), 26,75 (C-12), 39,77 (C-15), 42,45 (C-11), 45,39 (C-7),
75,12 (C-8), 121,51 (C-5), 121,95 (C-3), 137,64 (C-4), 157,78 (C-6), 159,99 (C-2),

5.5.2. PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DAS PIRIDINAS 95 e 102

Os compostos 95 e 102 foram obtidos por procedimento igual ao citado
anteriormente no item 5.5.1., s6 que com a adi¢do de quantidades diferentes de n- BuLi
1,3 M (33,24 mL; 43 mmol). Obteve-se o composto 95 (6leo amarelo) com rendimento
de 60 % (1,26 g) e o composto 102 (6leo incolor) com rendimento de 20 % (0,56 g).

Os espectros de RMN 'H, "°C, DEPT, COSY, NOESY, HETCOR ¢ IV para a
piridina 102 encontram-se no ANEXO 1 (p.222-228).

1-(6-METILPIRIDIN-2-IL)-2-[(6-METILPIRIDIN-2-IL)METIL]PENTAN-2-OL 102

IV Vinad/em™ (E. 98, p. 224) 3059-3500 (O-H), 2870-2955 (C-H) e 1582 (C=C),
filme; RMN 'H (E. 96, p. 222): 50,78 (t, 3H, J = 6,70 Hz, H-13), 1,35-1,52 (m, 4 H, H-
11, H-12), 2,46 (s, 6H, H-10, H-21), 2,88 (d, 2H, J = 14,1 Hz, H-14), 3,96 (d, 2H, J =
14,1 Hz, H-7), 6,87 (d, 4H, J = 7,65 Hz, H-5, H-18), 6,87 (d, 2H, J = 7,65 Hz, H-5, H-
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18), 6,99 (d, 2H, J = 7,65 Hz, H-3, H-20), 7,40 (t, 2H, J = 7,65 Hz, H-4, H-19). RMN
13C (E. 97, p. 223): & 14,17 (C-13), 17,75 (C-12), 24,87 (C-10, C-21), 43,58 (C-11),
46,63 (C-7, C-14), 45,39 (C-7), 74,91 (C-8), 121,14 (C-5, C-18), 122,53 (C-3, C-20),
136,87 (C-4, C-19), 157,38 (C-6, C-17), 159,51 (C-2, C-15).

5.5.3. PROCEDIMENTO PARA A PREPARACAO DA PIRIDINA 104

Em um baldo de 15 mL e 2 bocas munido de agitagdo magnética e tubo secante
contendo cloreto de célcio anidro, a temperatura 25 °C, adicionou-se o composto 1-(6-
metilpiridin-2-il)pentan-2-ona (0,53 g; 0,30 mmol), metanol anidro (4 mL) e KBH4
(0,078 g; 1,44 mmol). Ap6s reagir por 30 minutos filtrou-se a mistura e evaporou-se o
metanol no evaporador rotativo. Purificou-se o residuo obtido em coluna cromatografica
de silica gel, utilizando-se como eluente uma mistura de hexano-acetato de etila com
aumento gradativo de polaridade. Obteve-se o composto 104 (6leo incolor) com
rendimento de 71 % (0,037 g).

Os espectros de RMN 'H, "°C e IV para a piridina 104 encontram-se no
ANEXO 1 (p. 229-231).

1-(6-METILPIRIDIN-2-IL)PENTAN-2-OL 104

4

5~ | 3 OH
9

10 AN
H3 6 N 2 8
1 7 11 13

IV Vinax/em™ (E. 105, p. 231) 3066-3500 (O-H), 2869-2956 (C-H) e 1587 (C=C),
filme; RMN 'H (E. 103, p. 229): 50,94 (t, 3H, J = 6,84 Hz, H-13), 1,38-1,62 (m, 4H,
H-11, H-12), 2,51 (s, 3H, H-10), 2,71-2,92 (m, 2H, H-7), 4,00-4,05 (m, 1H, H-8), 4,75
(s, 1H, OH), 6,93 (d, 1H, J = 7,64 Hz, H-5), 7,00 (d, 1H, J = 7,64 Hz, H-3), 7,50 (t, 1H,
J = 7,64 Hz, H-4). RMN "°C (E. 104, p. 230): & 14,04 (C-13), 18,71 (C-12), 24,18 (C-
10), 39,28 (C-11), 42,89 (C-7), 70,67 (C-8), 120,41 (C-5), 120,88 (C-3), 136,92 (C-4),
157,17 (C-6), 159,60 (C-2).
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5.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

5.6.1. ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A analise da atividade antifiingica foi realizada na Universidad de Ciéncias
Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario, pela Prof*. Dr* Susana

Zacchino, Maximiliano Sortino, Andrea Escalante e Ricardo L. E. Furlan.

Os compostos foram avaliados com o método de diluicdo de agar utilizando
Sabouraud-cloramfenicol para leveduras e fungos filamentosos. Foram diluidas
solucdes puras em DMSO para dar dilui¢cdes decrescentes consecutivas que variam de
0,10 a 250 pg/ml. As concentragdes finais de DMSO no ensaio ndo excederam 2 %.
Usando uma micropipeta, um indculo de 5 pL. do fermento, esporo em suspensdo foi
acrescentado a cada tubo de Agar Sabouraud-cloramfenicol. O agente antifungico
Cetoconazol (Janssen Pharmaceutical, Beerse, Belgium), Amphotericina B (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA) e Terbinafina (Novartis, Buenos Aires, Argentina)
sdo utilizados como controle positivo para os ensaios antifingicos. A solucdo do
composto também foi utilizada como branco para controle. Os tubos foram incubados
por 24, 48 e 72 h a 30°C (de acordo com o crescimento do fungo de controle) até 15 dias
para tensoes de dermatite. A MIC (concentragdo inibitéria mimina) estd definida como a
concentragdo mais baixa que inibe o crescimento de fungos depois do tempo de
incubagdo. ICsp e 1Coy s@o as mais baixas concentracdes a qual 50 e 90% dos fungos

c e . 86
foram inibidos.

5.6.2. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
A andlise da atividade antinociceptiva foi realizada na Universidade do Vale do
Itajai, pela Prof® Fatima de Campos Buzzi, Jordana Pereira de Campos e Patricia Pozza

Tonini.

5.6.2.1 Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético
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Os diferentes grupos de camundongos foram pré-tratados com todos os
compostos sintetizados em uma dose de 10 mg/kg, 30 minutos antes do teste quando
sendo via intra peritonial ¢ em uma dose de 50 mg/kg e 100 mg/kg uma hora antes do
teste quando via oral, sendo que o grupo controle recebeu apenas solucao salina.

A resposta nociceptiva foi induzida pela inje¢ao intraperitonial (i.p.) de acido
acético (0,6%), diluido em solucdo salina NaCl (0,9%), numa dose de 0,15 ml/kg..
Basicamente, as contor¢des abdominais consistem na contracdo da musculatura
abdominal juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores.

Apds a injecdo do acido acético, os camundongos foram observados em pares,
colocados em funis de vidro individuais € o nimero de contor¢des abdominais foram
quantificados cumulativamente durante um periodo de 20 min. A atividade analgésica
foi determinada tomando-se como base a inibi¢do do numero das contor¢des
abdominais dos animais pré-tratados com chalconas sintéticas, comparados com o

numero das contor¢des abdominais controles (tratados com solucio salina).®’

5.6.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média, exceto as
DIso (que correspondem as doses das drogas que reduziram a resposta para 50% em
relacdo ao grupo controle), que foram apresentados com as médias geométricas
acompanhadas de seus respectivos limites de confianga em nivel de 95%. As andlises
estatisticas dos resultados foram realizadas por meio de analise de variancia seguida
pelo teste de multipla comparacdo utilizando-se o método de Dunnett, quando
apropriado. Valores de P < 0,05 ou menos foram considerados como indicativos de
significancia. As DlIsy foram estimadas a partir de experimentos individuais por

interpolagdo grafica em papel semilogaritimico.*®

5.6.4. ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA

A andlise da atividade anti-Leishmania foi realizada na Universidade Federal do
Rio de Janeiro, pela Prof”. Dr* Bartira Rossi-Bergmann, Camila Alves Bandeira Falcao,

e Eduardo Caio Torres-Santos.
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5.6.4.1. Atividade antipromastigota

Os compostos foram testados em concentragdes de 0 a 100 pM sobre culturas de
promastigotas de Leishmania amazonensis transfectadas com green fluorescence protein
(GFP). Apo6s 72 horas em cultura, a intensidade de fluorescéncia foi medida em

fluorimetro de placa. As curvas de crescimento foram plotadas para calculo do ICs.”

5.6.4.2. Atividade antiamastigota

Os compostos foram subsequentemente testados sobre culturas de macréfagos
com amastigotas infectados com amastigotas-GFP de Leishmania amazonensis, para
avaliar-se a inibicdo da forma intracelular do parasito, que ¢ a forma presente no
hospederiro vertebrado. Os macrofagos de peritoneo de camundongos foram obtidos por
lavagem do peritdneo com meio de cultura e entdo infectados com promastigotas de L.
amazonensis-GFP. Apo6s permitir por 4 horas a diferenciagdo do parasita para a forma
amastigota, a qual conserva a expressdo de GFP, as culturas foram tratadas com varias
concentragdes do composto. Apos 72 horas sob efeito dos compostos, as culturas foram
transferidas para placas de 96 pocos apropriadas para quantificacao da fluorescéncia em

fluorimetro de placa. As curvas de crescimento foram plotadas para calculo do ICs.”

5.6.4.2. Ensaios de citotoxicidade (LDH- Lactato Desidrogenase)

Para avaliar a citotoxidade in vitro os macréfagos peritoneais de camundongos
foram plaqueados a 2x10° pogo de uma placa de cultura de 96 pogos e entdo tratadas
com varias concentragdes das drogas em triplicatas em meio D-MEM mais de 5 % de
HIFCS a 37 °C e 4% de CO,. Apos 48 horas, a placa foi centrifugada a 500 rpm/5 min e
os sobrenadantes das culturas foram coletados para dosagem da enzima desidrogenase
lactica (LDH) através de ensaio colorimétrico (Kit Doles, Brasil), conforme instrugdes
do fabricante. Os valores da ICsy foram calculados por andlise de regressdo linear
utilizando valores de maximo ¢ minimo, onde as células sao cultivadas com 2% Triton

X-100 ou 1% DMSO, respectivamente.
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Tabela 1. Valores de deslocamentos quimicos (& em ppm) de RMN C (50 MHz;

CDCl;) para os compostos 8,9, 11, 12, 19, 20, 71- 77.

C 8 9 11 12 19 20 71 72 73 74 75 76 77
1 40,7 40,7 40,5 413 41,3 40,6 40,1 413 412 413 402 413 41,1
2 190 190 189 197 197 190 197 198 198 198 198 198 193
3 378 380 372 379 378 37,1 379 337 387 337 326 337 384
4 437 438 424 43,1 439 432 413 444 444 444 413 444 437
5 57,0 570 566 574 576 569 575 578 577 577 578 578 574
6 21,8 21,9 20,6 214 227 220 214 225 226 225 226 226 225
7 412 412 409 41,7 427 42,0 409 41,9 41,8 41,9 403 419 414
8 442 442 43,6 444 454 446 445 448 448 448 448 448 446
9 551 550 538 546 552 545 563 556 556 556 556 556 55,1
10 39,6 394 396 402 384 380 38,6 387 40,1 387 387 387 396
11 184 184 186 194 191 184 196 190 190 190 190 190 184
12 33,1 331 294 30,1 296 296 326 303 337 303 303 304 33,0
13 438 438 47,6 484 443 437 41,7 445 446 445 419 446 442
14 39,6 39,6 375 386 403 394 399 40,1 402 402 40,1 402 395
15 489 489 548 556 498 49,1 488 495 495 495 496 496 48,7
16 1559 1558 2226 2232 847 839 1558 1564 1563 1565 1565 156,5 1556
17 1029 1029 - - 18,9 182 1028 103,6 103,7 1036 103,6 103,7 103,
18 289 287 288 294 273 286 295 295 303 295 295 295 297
19 1839 178,0 1842 178,5 1847 1780 1774 1778 1777 1779 1779 1779 1752
20 156 153 160 165 161 152 161 162 163 162 162 162 155
CH;0 - - - - 56,6 559 - - - - - - -
CO,CH; - 51,1 - 51,9 - 51,0 - - - - - - -
CO,CH, - - - - - - 639" 660 652 658 658 658 -
ipso - - - - - - - 1368 1441 1327 1353 1358 1346
orto - - - - - - - 1288 1292 130,9° 1293 1323 1289
meta - - - - - - - 1290 1244 1160° 1303 130,6 1202
para - - - - - - - 1294 1479 163,1° 1345 1227 1379

* Restante dos carbonos (CH;CH,CH,): 14,3, 20,0 ¢ 30,3 ppm.

® Constante de acoplamento para C-orto: 3Jor = 10 Hz; -meta: *Jop =25 Hz; -para: Yer =245 Hz.
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Tabela 2. Valores de deslocamentos quimicos (8 em ppm) de RMN *C NMR (CDCls)

para os compostos 81-91.

C 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91
C=0 191,96 19230 193,01 199,66 191,78 193,00 193,05 192,74 19325 19325 199,99
Cl’ 10622 10734 10699 106,00 10620 10699 10691 106,99 107,07 106,00 107,02
C2° 16245 163,97 163,17 16243 16245 163,15 163,12 16321 16320 162,90 162,39
C3" 9381 9446 9449 9357 9384 9410 9445 9441 9450 9280 92,12
C4 16847 169,60 169,14 167,15 16846 169,13 169,08 169,09 169,14 163,93 163,14
C5° 9137 89,56 91,99 90,60 91,37 92,03 91,94 91,88 91,99 8780 87,16
C6' 166,53 166,19 167,08 166,16 166,65 167,07 166,93 166,85 166,93 163,00 163,09
Ca 12922 12987 127,65 122,43 129,78 12834 128,12 129,63 12441 127,72 124,81
CB 13923 141,56 138,55 149,67 138,68 14147 141,69 14532 143,17 13949 14,20
Cl 13569 139,11 136,05 13394 13743 13521 132,48 - 128,44 136,21 134,85
C2 130,83 13135 134,53 128,93 122,08 130,36 130,73 152,93 134,86 13433 121,00
C3 133,75 12339 130,94 129,00 148,71 132,79 11643 11320 12441 131,06 14830
C4 133,12 149,61 131,35 12550 123,99 124,88 161,94 116,11 129,29 131,62 122,55
C5 132,04 12339 12849 132,00 130,51 132,79 11643 129,63 12844 128,60 130,40
C6 129,67 13135 130,73 133,94 134,01 13036 130,73 - 12735 130,22 131,00
C7 - - - - - - - - 127,83 - -
C8 - - - - - - - - 129,29 - -
C9 - - - - - - - - 134,11 - -
C10 - - - - - - - - 133,77 - -

OCH; 5594 56,62 56,56 5544 5582 56,57 56,52 5645 56,60 57,08 56,76
OCH; 5564 56,54 5630 5530 5556 5630 5626 5624 5630 5685 56,18
COOH - - - 172,00 - - - - - - -

* Obtido a 50 MHz (compostos 81, 83-89) e a 100 MHz (Compostos 82 ¢ 91)
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados obtidos para a sintese de derivados
do 4cido caurendico 8, a preparagdo de chalconas (a partir da xantoxilina 34) e a
obten¢do de andlogos de alcaloides, além da avaliagdo das analises farmacoldgicas e

bioldgicas dos compostos.

6.1. ISOLAMENTO DO ACIDO CAURENOICO

A Acmela brasiliensis foi coletada no municipio de Floriandpolis, em novembro
de 2001. As folhas, caules, flores e raizes foram secas a temperatura ambiente,
trituradas e extraidas por macera¢do com acetona a temperatura ambiente por seis dias.
O extrato foi concentrado a pressdo reduzida em evaporador rotativo. O extrato obtido
foi submetido a método cromatograficos, sendo que, a partir de 1,750 Kg de planta seca
obteve-se 2,73 g de 4cido caurendico puro (0,156 %).

O composto 8 (Figura 7) foi caracterizado RMN de 'H (Figura 8) ¢ "°C (Figura 9)
e também por .V (Figura 10).

Figura 7. Estrutura do composto 8 numerada.

No espectro de RMN 'H (Figura 8) os deslocamentos quimicos da maioria dos
protons, inclusive os protons metilicos (CHj3), encontram-se entre 0,94-2,63 ppm. Os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios olefinicos (H-17) encontram-se em 4,73 ¢ 4,79

ppm na forma de dois singletos.
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Figura 9. Espectro de RMN °C do composto 8 (50 MHz, CDCl;/TMS).

O espectro de RMN "°C (Figura 9) apresenta sinal caracteristico do carbono
carbonilico do acido carboxilico (COOH) em 183,95 ppm. Os sinais dos carbonos

olefinicos (C-16 e C-17) apresentam deslocamentos quimicos de 155,92 ¢ 102,99 ppm,
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respectivamente. O restante dos carbonos encontram-se entre 15,60 e 57,04 ppm. O
espectro confirma através dos sinais a presenca de 20 carbonos presentes no composto.

No espectro de I.V. (Figura 10) as bandas de absorcdo mais caracteristicas sdo de
deformagio axial da carbonila do acido (C=0), na regido de 1690 cm™ ¢ uma banda
larga (O-H) em 3000-3500 cm™. As atribuicdes dos sinais nos espectros de RMN 'H,

13 - ~ - 90
C e espectroscopia no IV, estdo de acordo com a literatura.

%T

-1
cm

Figura 10. Espectro de I.V. do composto 8 (pastilha de KBr).

6.2. DERIVADOS DO ACIDO CAURENOICO
6.2.1.Sintese de ésteres

A pesquisa realizada na literatura revelou apenas um método para a preparagao do
éster metilico 9 (Esquema 17), através da reagdo do 4acido caurendico 8 com
diazometano em éter etilico com rendimento quantitativo.”*® Além da reagio precisar

de cuidados especiais, como no tratamento do éter etilico utilizado na reagdo (para
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retirada de peréxidos explosivos) e na preparagdo do diazometano (gas explosivo), esta

possui limitagdes porque apenas o éster metilico 9 pode ser sintetizado.

CH,N,
(CH3CH2)28

Esquema 17. Sintese do éster metilico 9.

Preparou-se o composto 9 a partir do acido caurendico 8 utilizando este método e

comparou-se os dados obtidos com os da literatura.*’

3.63997

Figura 11. Espectro de RMN 'H do composto 9 (200 MHz, CDCly/TMS).

O espectro de RMN 'H para o composto 9 (Figura 11) possui deslocamento
quimico para os hidrogénios metoxilicos (OCH3) em 3,64 ppm na forma de um singleto.
Nota-se que também estdo presentes no espectro os hidrogénios olefinicos (H-17) em

4,73 e 4,79 ppm, na forma de dois singletos.
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Na tentativa de preparar o éster metilico 9 utilizando condigdes classicas como

reacdo com metanol catalisada por acido sulftrico, obteve-se o composto 19 como

unico estereoisdmero (Esquema 18).

CH30H/H,SO,4
ta., 18 hs

Esquema 18. Obtencdo do composto 19.

Para o espectro de RMN 'H do composto 19 o (Figura 12), deve-se destacar que
os deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilicos (H-17) encontram-se em 1,22

ppm, na forma de um singleto, e os hidrogénios da metoxila (OCHj3) encontram-se em

3,13 ppm na forma de um singleto.

SN

s“
..:.f."éi

Figura 12. Espectro de RMN 'H do composto 19 (200 MHz, CDCI3/TMS).
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O espectro de RMN "°C (Figura 13) apresenta sinal caracteristico do carbono do

grupo metoxi (OCHs) em 56,67 ppm e do carbono 16 em 84,79 ppm, além do sinal
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respectivo ao acido carboxilico (COOH) em 184,72 ppm. Observou-se ainda, que nao
sdo observados os sinais referentes aos carbonos olefinicos (102-155 ppm), o que

comprova a formacao do composto 19.

84.729.
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Figura 13. Espectro de RMN C do composto 19 (50 MHz, CDCl3/TMS).

No espectro de 1.V. (Figura 14), a banda de absorcdo de estiramento (O-H)

aparece em 2850-3176 cm’ e a de absorcdo de deformacdo axial da carbonila do 4cido

(C=0) em 1724 cm™.
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Figura 14. Espectro de 1.V. do composto 19 (pastilha de KBr).

O composto 19 j4 foi preparado anteriormente por Tanaka®® (Esquema 4 na p.12) e
Das’ utilizando meio 4cido.
Através da andlise dos dados espectroscopicos e comparagdo com os dados da

38.39 . . . « A ,
=7 concluiu-se que foi obtido apenas um estereoisdmero, que ¢

literatura,
provavelmente formado pela adi¢do de metanol ao carbocation terciario (C-16), gerado
pela protonagdo do carbono 17 da dupla ligagdo (C=C) do &cido caurenoico 8, segundo
Markovnikov. A formacdo de somente um estercoisomero indica a alta diferenciagao
das faces pelo nucledfilo, a a-face (Re) possui um menor impedimento estérico do que a
S-face (Si), portanto o ataque pelo nucledfilo (CH30OH) ao carbocation provavelmente
acontece pela face Re.

Na tentativa de verificar a generalidade da reacdo, realizaram-se vdarias reacdes

utilizando outros alcoois, como etanol, n-butanol e etilenoglicol. Observou-se por c.c.d.
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a formacdo de vérios compostos, mas verificou-se por RMN 'H e 1.V. que ndo houve
formacgao dos produtos esperados.

Novamente, na tentativa de sintetizar o éster 9, reagiu-se o cloreto de acido
(sintetizado através da reacdo do acido caurendico 8 com cloreto de tionila em
tetracloreto de carbono sob refluxo, conforme procedimento geral descrito na
literatura),”’ com metanol, sob refluxo, por 3 horas. Aqueceu-se a reagio porque o
cloreto 4cido ndo ¢ sollivel em metanol a temperatura ambiente. Verificou-se que, além
da formagdo do grupo éster (COOCHs3), o grupo olefinico (C=C) mais uma vez
apresentou sensibilidade ao meio acido, fornecendo o produto de adi¢do de metanol a

dupla, o composto metoxilado 20 (Esquema 19).

a) SOCLy CCl,
b) CH;0H

“COOH

Esquema 19. Obtengao do éster metoxilado 20.

A estrutura do composto 20 foi confirmada através das analises de RMN 'H, °C e
espectroscopia no IV e por comparagdo com os dados na literatura.”® No espectro de
RMN 'H do composto 20 (Figura 15), o deslocamento quimico dos hidrogénios da
metoxila do éster (COOCHj3) encontra-se em 3,64 ppm na forma de um singleto, na
regido tipica de deslocamento quimico de ésteres metilicos. O sinal dos hidrogénios da
metoxila (OCH3) ligado ao carbono 16 encontra-se em 3,12 ppm, também na forma de

um singleto.
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Figura 16. Espectro de RMN C do composto 20 (50 MHz, CDCl3/TMS).

O espectro de RMN "°C (Figura 16) apresenta sinal caracteristico do carbono do
éster (C-19) em 178,09 ppm e do carbono do éter em 55,96 ppm (OCHj3), além do

deslocamento quimico do carbono 16 (C-16) em 83,90 ppm. Observou-se ainda, que
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ndo aparecem os sinais referentes aos carbonos olefinicos (102 €155 ppm). O nimero de
sinais no espectro comprova a presenca de 23 carbonos.

No espectro de 1.V. (Figura 17), ndo estdo presentes as bandas de absorcao
caracteristicas do acido na regido de 1690 cm™ (C=0) e em 3000-3500 cm™ (O-H), mas

¢ observado a banda de absor¢do de deformacdo axial do éster em 1720 cm’™.

%T

cm

Figura 17. Espectro de 1.V. do composto 20 (pastilha de KBr).

Cabe ressaltar que o composto 20 ja foi preparado anteriormente por Tanaka
utilizando outro método, a partir da esterificacdo do composto 19 com diazometano (ver
Esquema 4, p. 12).*®

Realizou-se a reacdo na presenga de outros alcoois, mas muitos subprodutos foram
gerados (verificado por c.c.d.), e foi isolado o composto supostamente de interesse em
quantidades muito pequena para ser identificado.

A partir dos resultados obtidos para a preparacdo dos compostos 19 e 20,
verificou-se que as condi¢des envolvendo meio &cido deveriam ser evitadas, porque este

meio propicia a adi¢do do grupo metoxi a dupla ligacdo (C=C), através da protonagao
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do carbono 17 da dupla ligacdo formando o carbocation tercidrio (C-16), seguido da
adi¢ao de metanol.

De fato, quando utilizou um excesso de piridina para agir como um aceptor de
préton na reagdo do cloreto de acido (sintetizado a partir do acido caurendico 8 com
cloreto de tionila e tetracloreto de carbono) com metanol, ndo foi observado a adi¢do do
metanol ao carbono 16, e o produto formado foi o éster metilico 9 com rendimento de

70% (Esquema 20).

a) SOCL/ CCl,
b) CH,OH/ Py

“COOH
8

Esquema 20. Obtencdo do éster metilico 9.

Apesar de ter sido obtido o éster desejado 9, o excesso exigido de alcool e a
utilizagdo de piridina tornam esta reacdo de pouco interesse sintético, por nao poder ser
empregado como um método geral para a preparagio de outros ésteres. Alcoois com um
maior nimero de carbonos na sua estrutura possuem ponto de ebuli¢do elevado o que
dificulta a retirada do excesso no final da reagdo, além de tornar dificil a purificagdo do
produto em coluna cromatografica de silica gel, ja que s3o utilizadas quantidades
pequenas do material de partida (acido caurendico 8, cerca de 0,2 mmol). A piridina
também dificulta a extracdo e o isolamento do produto, além de ser um liquido de
cheiro irritante para as vias respiratorias.

Quando foi utilizado um outro procedimento para a preparagdo de ésteres,
semelhante ao descrito por Croft e colaboradores®’ (Esquema 3, p. 12), que consistiu na
reacdo do acido caurenoico 8 a uma solu¢do contendo trifenilfosfina em tetracloreto de
carbono, seguida da adi¢do de etileno glicol, ndo foi observada a formagao do produto
apos cromatografia em camada delgada e posterior analise do espectro de RMN ' H dos
produtos isolados.

Visando solucionar os problemas apresentados anteriormente para a obten¢do de
ésteres (como a adicdo do grupo metdxi a dupla ligagdo), a pesquisa realizada na

literatura revelou um método geral para a preparagdo destes compostos, descrito por
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Johnstone e col. Os autores utilizaram meio bdsico para alquilagdo de &cidos
carboxilicos, fenois, alcoois e amidas. A reagdo de alquilagdo ¢ realizada utilizando
haletos de alquila em excesso de hidroxido de potassio e na presenca de solvente
aprotico polar (DMSO), empregando condigdes moderadas (temperatura ambiente ou
55 °C em alguns casos), geralmente com bons rendimentos (25-99 %) e com auséncia de
atmosfera inerte. Os autores sugerem que a reagao ocorre na superficie do sélido, ja que
o hidréxido de potassio é pouco solavel em DMSO.”

Portanto, foi realizado um estudo para avaliar-se qual seria o melhor solvente para
a reacdo de esterificacdo do acido caurenodico utilizando meio bdasico, evitando o
emprego de solventes como DMSO e DMF, devido a toxicidade e o problema de que
estes solventes proporcionam na etapa de purificacdo dos compostos. Verificou-se,
acompanhando as reagdes por c.c.d., que com DMF ocorre a formagdo do éster
desejado, mas acompanhado da formagdo de outros compostos ¢ subprodutos. Com
THF, diclorometano ou tetracloreto de carbono ndo ocorreu a formag¢ao do composto
desejado. Com acetona o éster esperado foi obtido, em menos tempo do que com DMF,
sendo, portanto, o melhor solvente para estas reacdes, além disto, a acetona € facilmente
retirada apds o término da reagdo no evaporador rotativo.

Apo6s os estudos com os solventes, prepararam-se varios ésteres (sendo os
compostos 71-76 inéditos) a partir da reacdo do 4cido caurendico 8 com haleto organico
na presenca de excesso de hidroxido de potéssio e acetona como solvente, a temperatura

ambiente (Esquema 21).

KOH/(CH3),CO
R-X (X: Cl, Br, I)
ta. 18

“COOH ", 19
8 COOR
9 R: CHj :
71 R: CH;CH,CH,CH,
72 R: PhCH,
73 R: 4-NO,PhCH,
74 R: 4-FPhCH,
75 R: 4-CIPhCH,
76 R: 4-BrPhCH,

Esquema 21. Sintese de ésteres
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Tabela 3. Tempo reacional, rendimentos e ponto de fusdo de ésteres 9, 71-76.

Compostos  Haletos organicos Tempo reacional Rendimentos  Ponto de fusdo

(h) (%) °C)
9 CH;l 1 89 88-90
71 CH3(CH,);Br 1 71 6leo
72 PhCH,Br 2 89 44-46
73 4-NO,PhCH,Br 24 21 115-117
74 4-FPhCH,Br 2 37 oleo
75 4-CIPhCH,Cl 24 48 79-82
76 4-BrPhCH,Br 20 74 84-86

O mecanismo sugerido para a reacdo de formacdo dos ésteres em meio basico
consiste inicialmente na desprotonacao do acido caurendico 8 pela base (hidréxido de
potéssio) seguido do ataque do ion carboxilato formado ao haleto orgénico (eletrofilo).

Observou-se que este método ¢ muito eficiente para a preparagdo de ésteres
derivados do acido caurendico 8, porque foram obtidos varios compostos inéditos,
incluindo os ésteres benzilicos substituidos, com bons rendimentos, a temperatura
ambiente € em pouco tempo.

Os haletos organicos utilizados foram os brometos de alquila ou benzila (para os
compostos 71-74 e 76), por serem mais reativos do que os cloretos. Para a sintese do
composto 75 utilizou-se o cloreto de 4-clorobenzil, j& que o brometo correspondente
ndo estava disponivel. Para a preparacao do composto 9 utilizou-se iodometano, porque
0 bromometano ¢ um gas altamente toxico e de dificil manipulagao.

Os ésteres 71-76 foram identificados através das analises de RMN 'H, °C e
espectroscopia no IV e por comparacao com os dados espectroscopicos dos ésteres 9 e
20 citados na literatura.*®*°

O espectro de RMN 'H para o composto 72 (Figura 18) apresenta deslocamento
quimico para os hidrogénios aromaticos em 7,35 ppm na forma de um multipleto. Os
sinais dos hidrogénios benzilicos (OCH,, diastereotdpicos) encontram-se em 5,03 e 5,14
ppm na forma de um dois dubletos (J= 12,4 Hz) e os deslocamentos quimicos dos

hidrogénios H-17 encontram-se em 4,72 e 4,78 ppm na forma de dois singletos.
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Figura 19. Espectro de RMN °C (50 MHz, CDCI3/TMS) do composto 72.
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Figura 20. Espectro de 1.V. do composto 72 (pastilha de KBr).

No espectro de RMN *C do composto 72 ( Figura 19), o carbono da carboxila (C-
19) apresenta sinal caracteristico em 177,89 ppm, os e os carbonos olefinicos (C-16 e C-
17) encontram-se em 156,46 e 103,61 ppm, respectivamente. Os deslocamentos dos
carbonos aromaticos encontram-se entre 129,45 ¢ 128,24 ppm e do carbono benzilico
(CH;) encontra-se em 66.50 ppm.

No espectro de I.V. (Figura 20) a banda de absor¢do de deformacdo axial mais
caracteristica é a do éster em 1722 cm™, além de apresentar a banda de vibragdo de
estiramento referente ao anel aromatico (=C-H) em 2900-3400 cm™', e a banda em 1600

cm’” referente a dupla ligacdo (C=C).
6.2.2. Sintese de cetonas
A cetona 11 foi preparada por Henrick e Jefferies® através da reacdo de

ozondlise do 4cido caurendico 8. Na tentativa de reproduzir-se este método ocorreu uma

explosdo violenta (o 0zdnio gerado na reagdo ¢ explosivo). Portanto, preparou-se a



64

cetona 11 através da clivagem oxidativa (da ligagdo C=C) do &cido caurendico 8 com
tetroxido de 6smio e periodato de s6dio em THF com rendimento de 75% (Esquema
22).
O composto 12 foi preparada por Vieira e colaboradores através da clivagem
oxidativa do éster metilico 9 com tetroxido de 6smio e periodato de sédio em THF.*®
Sintetizou-se o composto 12 utilizando outro método, que consiste na reagao da
cetona 11 com iodometano em meio bésico (KOH) utilizando a acetona como solvente,

obtendo o produto com rendimento quantitativo (Esquema 22).

0s04/NalOy4
THF/H,0

(CH3),CO

l KOH/CH;l

”COOCH;
12

Esquema 22. Sintese dos compostos 11 e 12.

Os compostos 11 ¢ 12 foram identificados através das analises de RMN 'H, °C
e espectroscopia no IV e por comparagdo com os dados espectroscopicos descritos na

. 22,36,40
literatura.”>

Deve-se mencionar que ndo foram observados no espectro de RMN 'H
para os compostos 11 e 12 os deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos
referentes a dupla ligagcdo do acido caurendico (H-17). Para o composto 11, o espectro
de RMN "*C apresenta sinal caracteristico do carbono da cetona (C=0) em 222.6 ppm ¢
do 4cido carboxilico (COOH) em 184,2 ppm. Para o composto 12, o espectro de RMN
13C apresenta sinal caracteristico do carbono da cetona (C=0) em 223.2 ppm ¢ do éster
(COO) em 178,5 ppm.

Cabe citar que no espectro de I.V. para os compostos 11 e 12, as bandas de
1

2

absorcdo mais caracteristicas sdo da cetona (C=0) em 1730 e 1740 cm’

respectivamente, além das bandas de 4cido e éster que aparecem nesta regido.



65

6.2.3.Sintese de amidas

Recentemente, Vieira e col. prepararam cinco amidas tercidrias (com
rendimentos de 46-68%) a partir da reacdo do cloreto de acido (preparado a partir do
acido caurendico 8 e trifenilfosfina em tetracloreto de carbono; Esquema 5, p.13) com
aminas secundarias (20 equiv.), 4 temperatura ambiente.*

Neste trabalho, planejou-se a preparagdo de amidas a partir da reagdo do cloreto
de acido 16 (gerado a partir do acido caurendico 8 com cloreto de tionila, em
tetracloreto de carbono como solvente, sob refluxo) com aminas (1 equiv. de excesso) a
temperatura ambiente (Esquema 23). Os produtos foram obtidos com rendimentos

baixos, sendo de 23%, 14% e 19% para os compostos 77, 78 e 79, respectivamente.

SOCl,/CCl,
refluxo

77R: Ph
78 R: Ph(CH,),

79 R: Ph(CH,),

Esquema 23. Obtencdo das amidas 77-79.

A amida 77 foi identificada através das anélises de RMN 'H, °C e espectroscopia
no IV e por comparagdo com os dados espectroscopicos descritos na literatura (para o

90, 93 1 ..
77 No espectro RMN "H os deslocamentos quimicos dos

acido caurendico ¢ amidas).
prétons aromaticos (Figura 21) encontram-se na forma de trés multipletos em 7,09-7,46.
O proton ligado ao nitrogénio possui um deslocamento quimico de 5,07 ppm na forma

de um singleto. O restante dos sinais sdo semelhantes ao do composto 8.
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Figura 22. Espectro de RMN Cdo composto 77 (50 MHz, CDCl:/TMS).

O espectro de RMN '°C para o composto 77 (Figura 21) apresenta sinal

caracteristico do carbono (C-19) da amida em 175,20 ppm, o que comprova que houve
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realmente a formacao da amida; e sdo também observados neste espectro, os sinais dos
carbonos aromaticos, que encontram-se entre 120,19-142,80 ppm.

A banda de absor¢do de deformacgdo axial de amidas (C=0), no espectro de I.V.
(Figura 23) encontra-se na regido de 1676 cm™, e as vibragdes de deformagdo axial (N-

H) encontram-se na regido de 3430 cm’.

%T

cm

Figura 23. Espectro de 1.V. do composto 77 (pastilha de KBr).

Esta reacao foi testada com varias outras aminas, como a ctanolamina, morfolina,
aminopirazina, n-butilamina, aminoantipirina, 2-aminobenzofenona, 4-nitroanilina e 4-
toluidina. Apesar de um grande niimero de aminas primarias e secundarias terem sido
empregadas, apenas quando foi utilizada a anilina, B-feniletilamina e 4-fenilbutilamina
ocorreu a formagao dos produtos 77, 78 e 79, respectivamente, com baixos rendimentos,
conforme Esquema 23.

Nas reagdes utilizando outras aminas, apesar da formacdo de varios compostos,
(observados por c.c.d.), verificou-se através de espectro de RMN 'H que ndo houve a

formagdo das amidas desejadas.
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Comparando os resultados obtidos para a preparacao de amidas neste trabalho
com os apresentados por Vieira e col., observou-se que, apesar do cloreto de acido ter
sido sintetizado por outro método para a sintese de amidas, foi utilizado na reagdo um
grande excesso da amina (20 equiv.), o que pode ter sido decisivo na obten¢do destes
compostos com bons rendimentos (46-68%).

No presente trabalho utilizou-se apenas um 1 equiv. de excesso, que pode ter
sido consumido pelo cloreto de acido para a formacdo do sal de amdnio quaternério

(RNHj;Cl), influenciando no baixo rendimento das amidas (14-23%).

6.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS COMPOSTOS 8, 9, 11,
12, 19, 20, 71, 73-77.

A partir dos resultados obtidos da analise das propriedades antifingicas para o
acido caurendico 8 e derivados (Tabela 2), observou-se que o acido caurendico 8 foi o
mais ativo dos compostos testados, apresentando atividade contra os dermatoéfitos
Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e Epidermophyton floccosum. De
todos os derivados do acido caurendico analisados, os compostos 11, 12 e 19
apresentaram atividade moderada contra o dermatofito Epidermophyton floccosum. O
derivado 11 apresentou atividade contra trés dermatdfitos Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes e Epidermophyton floccosum; sendo o Epidermophyton
floccosum a espécie mais sensivel. Considerando que dermatofitos sdo um grupo de
fungos que tem como caracteristica infectar diferentes areas do corpo humano e causam
dermatomicoses dificeis de erradicar, ¢ muito interessante que o derivado 11 tenha
apresentado atividade seletiva contra dermatofitos e ndo contra qualquer outro tipo de
fungos.

Nenhum dos compostos analisados apresentou atividade significativa contra os
fermentos Candida albicans, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans e
Saccharomyces cerevisiae, nem contra os fungos filamentosos Aspergillus niger,
Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus ou contra os dermatéfitos Microsporum canis
e Microsporum gypseum.

Com base nas modificagdes sintéticas realizadas na molécula do acido
caurendico 8, como: a) conversdo do grupo carboxilico em éster (derivados 9, 12, 20,
70, 73-76); b) adicdo de metanol a dupla ligacdo (derivados 19 e 20); c) substitui¢ao da

funcdo olefina (carbono 17) por cetona (derivados 11 e 12), pode-se afirmar que quando
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o grupo carboxilico ¢ esterificado, os derivados formados (ésteres 9, 20, 70, 73-76) nao
apresentam nenhuma atividade comparada com o 4cido caurendico 8. Quando o grupo
metoxila ¢ adicionado na dupla ligagdo no carbono 16 (composto 19) ocorre uma
diminuicdo no espectro de acdo e um aumento nos valores de MIC observados
(comparando com o acido caurenoico 8); j& o composto 20 ndo apresenta atividade
antifingica. O composto 11 apresenta atividade semelhante a apresentada pelo acido
caurendico.

O fato do composto 12, que possui na estrutura um grupo éster, ter atividade
mais baixa do que o composto 11, sugere que o grupo carboxilico (e ndo o 16-0x0), ¢

uma exigéncia estrutural para a atividade antifingica na série de cauranos.
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Tabela 4. Avalia¢ao da atividade-antifungica dos compostos 8, 9, 11, 12, 19, 20, 71,

73-77, em concentracdes inibitérias minimas (MIC) com valores em ug/mL.a’b

Comp Cua. C.t. Cn Sec. An. Afl. Afuu Mec. Mg, Tr. Tm. Ef

8 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 100 100 50

9 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
11 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 125 125 62.5
12 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 125 >250 >250 >250 100
19 >250  >250 >250 >250 >250 >250 >250 250 >250 >250 250 125
20 >250 >250 >250 200 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 250
71 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
73 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 125 >250 >250 >250 250
74 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 250
75 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
76 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
77 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

Amp 075 0.75 040 5 0.90 3 3 >50  6.25 25 6.25 030
Cet 8 - 2 6.25 125 30 20 15 6.25 15 12.5 25
Terb - - - - - - - 0.01 0.04 0.01 0.04 0.004

*0O composto 72 ndo foi testado porque a quantidade enviada para analise foi insuficiente.

b Fungos utilizados: C.a.: Candida albicans ATCC 10231; C.t.: Candida tropicalis C131; C.n.:
Cryptococcus neoformans ATCC 32264; S.c.: Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763; A.n.: Aspergillus
niger ATCC 9029; A.fl.: Aspergillus flavus ATCC 9170; A.fu.: Aspergillus fumigatus ATCC 26934; M.c.:
Microsporum canis C 112; M.g.: Microsporum gypseum C 115; T.r.: Trichophyton rubrum C113; T.m.:
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972; E.f.: Epidermophyton floccosum C 114; Amp: Amfotericina B;

Cet: Cetoconazol; Terb: Terbinafina.
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6.4. SINTESE DE CHALCONAS

Pesquisa realizada na literatura revelou que as chalconas derivadas da xantoxilina
34 foram anteriormente preparadas a partir da xantoxilina extraida de fontes naturais
(Revisio Bibliografica, Esquemas 8-11)"***%*% No presente trabalho, sintetizaram-se
as chalconas a partir da xantoxilina 34 obtida da reacdo de metilacdo da
floroacetofenona 64, com sulfato de dimetila, utilizando carbonato de potdssio como
base e acetona como solvente, sob refluxo, conforme procedimento citado na literatura®
(Esquema 24).

A floroacetofenona 64 foi obtida através da reacao de acilagdo de Friedel-Crafts
entre o floroglucinol 80 com acetonitrila anidra (em éter etilico anidro), utilizando
cloreto de zinco (acido de Lewis) e borbulhando 4cido cloridrico gasoso na reagdo,

conforme descrito por Vogel * (Esquema 24).

OH OH 0 OH (6]

CH;CN/(CH;CH),0 (CH3),S04/(CH),CO
ZnCl,/HCl - K,CO;5

HO OH HO ol H,CO OCH;
80 o4 34

Esquema 24. Sintese da xantoxilina 34

Sintetizaram-se varias chalconas inéditas (81-87) e outras ja descritas na
literatura (33, 35, 40, 41),53’62’64’66 a partir da reacdo de condensagdo alddlica entre a
xantoxilina 34 e diferentes aldeidos, hidroxido de sédio e etanol como solvente.’

(Esquema 25).

OH O OH 0
R
R-PhCHO
e
NaOH/EtOH
H;C 34 OCH;3 H;C OCH;

33 R:H
35 R:4-Cl
40 R: 4-OCH;
41 R: 4-CH,
81 R:3,4-Cl
82 R: 4-NO,
83 R:2-Cl
84 R:2-COOH
85 R:3-NO,
86 R:4-Br
87 R:4-F

Esquema 25. Sintese de chalconas
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Tabela 5. Tempo reacional e rendimentos das chalconas.

Composto R Tempo reacional Rendimento
(h) (o)
33 H 2 52
35 4-Cl 2 69
40 4-OCH3 2 32
41 4-CH; 2 70
81 3,4-Cl 2 47
82 4-NO, 24 45
83 2-Cl 1 89
84 2-COOH 23 44
85 3-NO, 18 57
86 4-Br 3 38
87 4-F 24 87

Para todas as chalconas inéditas foram realizadas analises RMN 'H e 13C,
espectroscopia no I.V., ponto de fusdo, andlise elementar e ultravioleta, como citado
anteriormente na Parte Experimental. Estes dados foram comparados com os descritos
na literatura,”>>+6%6>:6¢
Para o composto 83 (Figura 24) serdao apresentadas as analises de Ressonancia

Magnética Nuclear de 'H (F igura 25) e Bc (Figura 26) e de Infravermelho (Figura 27).

Figura 24. Estrutura da chalcona 83 numerada.

No espectro de RMN 'H do composto 83 (Figura 25), os deslocamentos dos
hidrogénios metoxilicos (CH30) encontram-se em 3,94 e 3,88 na forma de dois
singletos. Os deslocamentos dos hidrogénios 3’ e 5’ encontram-se em 6,00 ¢ 6,15 ppm,

respectivamente, na forma de dois dubletos acoplados entre si (J= 2,2 Hz). Os
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deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaticos (do anel B) 3-6 encontram-se entre
7,30-7,75 ppm na forma de multipletos. O deslocamento dos hidrogénios 7 (H-B) e 8
(H-a) encontram-se em 8,19 e 7,91 ppm, respectivamente, na forma de dois dubletos
acoplados entre si (J= 15,7 Hz). O deslocamento do préton fenolico (OH) encontra-se

em 14,25 ppm na forma de um singleto.
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Figura 25. Espectro de RMN 'H da chalcona 83 (200 MHz, CDCl3/TMS).

No espectro de RMN °C para a chalcona 83 (Figura 26), o deslocamento quimico
do carbono 9 (C=0) encontra-se em 193,01 ppm, os carbonos 2, 4’e 6 encontram-se
em 163,17, 169,14 e 167,08, os carbonos 3’ e 5° em 94,49 e 91,99 ppm, e o carbono
1’em 106,99 ppm. Os carbonos olefinicos 8 (C-B) e 7 (C-a) aparecem em 138,55 e
127,65 ppm, respectivamente, enquanto os carbonos aromaticos (do anel B) encontram-
se na faixa de 128,49-136,05 ppm e os carbonos metoxilicos (OCH3) em 56,56 e 56,30
ppm. O niimero de sinais comprova a preseng¢a de 17 carbonos na estrutura da chalcona

83.
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Figura 26. Espectro de RMN °C da chalcona 83 (50 MHz, CDCl3/TMS).
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Figura 27. Espectro de 1.V. da chalcona 83 (pastilha de KBr).
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No espectro de 1.V. (Figura 27) a banda de absor¢ao mais caracteristica ¢ a banda

de cetona conjugada em 1630 (C=0) e da dupla ligagdo (C=C) em 1556 cm™".
Também foram preparadas as chalconas 36 (ja descrita na literatura),’> 88 ¢ 89
(inéditas) a partir da reacdo da xantolina com piperonal 90, furfuraldeido 91 e
naftaldeido 92 (Esquema 26), com o mesmo procedimento citado anteriormente para as

chalconas 33, 35, 40, 41, 81-87.

OH

OH O o 0
0
I 0 NaOH
. EtOH
H,CO OCH, 0 H,CO OCH; 0
34 90 36
OH O
o OH O
o1 © E©OH Y
H,CO oCH,8 H,CO OCH
34 8

3

OH (0] 0 OH o
. H
NaOﬂi
EtOH
H;C 4 OCH; 0 H,C OCH;
89

Esquema 26. Sintese das chalconas 36, 88 ¢ 89.

Tabela 6. Tempo reacional e rendimentos das chalconas 36, 88 ¢ 89.

Compostos  Tempo reacional (h) Rendimentos (%)

36 3 32
88 2 52
89 2 30

Realizou-se reacdo da xantoxilina com outros aldeidos, como 2,4,6-
triidroxibenzaldeido, 2.,4,6-trimetoxibenzaldeido, 3,4-diidroxibenzaldeido, 4-
dimetilaminobenzaldeido,  4-butoxibenzaldeido, l-pirrolidinacarboxaldeido,  2-
nitrobenzaldeido,  5-nitro-2-tiofenocarboxaldeido,  salicilaldeido e  3-ctoxi-4-

hidroxibenzaldeido, entretanto, ndo foram obtidas as chalconas desejadas.



76

A xantoxilina 34 foi monobromada a partir da adicdo de bromo e acido acético
formando o composto 37,% que foi utilizado na preparagio de chalconas 39, 90 ¢ 91
(Esquema 27). A chalcona 39 foi preparada anteriormente por Cechinel-Filho® e

Donelly,* e as chalconas 90 e 91 sio inéditas.

OH O
OH O
Br,/AcOH Br
—_—
H;CO OCH;
4 H;CO OCH;
37
R-PhCHO
NaOH/EtOH
OH O
) ‘ R
H;CO OCHj,
39 R:H
90 R:2-Cl
91 R:3-NO,

Esquema 27. Sintese de chalconas monobromadas.

Tabela 7. Tempo reacional e rendimentos das chalconas 39, 90 ¢ 91.

Compostos ~ Tempo reacional (h)  Rendimentos (%)

39 3 40
90 2 47
91 2 71

Para o composto 90 (Figura 28) serdo apresentados nesta se¢do os espectros das

analises de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (Figura 29) e *C (Figura 30).

Figura 28. Estrutura da chalcona 90 numerada.

No espectro de RMN 'H do composto 90 (Figura 29) os deslocamentos dos

hidrogénios metoxilicos (CH30) encontram-se em 3,98 na forma de um singleto. O
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deslocamento do hidrogénio 5’ encontra-se em 6,05 na forma de um singleto. Os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaticos (do anel B) 3-6 encontram-se entre
7,28-7,70 ppm na forma de multipletos. O deslocamento dos hidrogénios 7 (H-f) e 8
(H-a) encontram-se em 8,17 ¢ 7,81 ppm, respectivamente, na forma de dois dubletos
acoplados entre si (J= 15,6 Hz). O deslocamento do hidrogénio fenoélico (OH) encontra-
se em 14,67 ppm na forma de um singleto. A diferenga na estrutura das chalconas 83 e
90, ¢ que a chalcona 83 possui um hidrogénio na posi¢do 3’ e a 90 possui um atomo de
bromo nesta posi¢do. Entdo verificou-se que o sinal no espectro (de RMN 'H, Figura
25), referente ao hidrogénio 3’ em 6,00 ppm para a chalcona 83, ndo aparece no
espectro para a chalcona 90 (Figura 29). A integragao comprova a atribuicdo dos sinais

dos hidrogénios para o composto 90.
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Figura 29. Espectro de RMN 'H da Chalcona 90 (200 MHz, CDCl3/TMS).

No espectro de RMN °C para a chalcona 90 (Figura 30), o deslocamento quimico
do carbono 9 (C=0) encontra-se em 193,25 ppm, os carbonos 2’, 4’e 6 encontram-se
em 162,99, 163,93 e 163,00, os carbonos 3’ e 5 em 92,80 e 87,80 ppm,
respectivamente, o carbono 1’em 106,00 ppm, os carbonos 8 (C-f) e 7 (C-a) em 139,49

e 127,72 ppm, respectivamente, os carbonos aromadticos (do anel B) encontram-se na
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faixa de 128,60-136,21 ppm e os carbonos metoxilicos (OCH3) encontram-se em 56,85

e 57,08 ppm.
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Figura 30. Espectro de RMN "°C da chalcona 90 (50 MHz, CDCl3/TMS).

O espectro de I.V. para a chalcona 90 (ndo mostrado nesta se¢do) ¢ muito
semelhante ao da chalcona 83 (Figura 27), apresentando a banda de absor¢do de cetona
em 1624 (C=0) e da dupla ligacdo (C=C) em 1556 cm".

Através da analise dos espectros de RMN 'H de todas as chalconas sintetizadas,
verificou-se que a maioria possui geometria £ (Juq-np = 15-16 Hz) com excegdo para as
chalconas 36 (Jue-np= 8,1 Hz), 40 (Jio-up = 8,65 Hz) € 82 (Jua-up= 8,85 Hz).

As chalconas foram obtidas neste trabalho através da condensagdao aldolica da
cetona (xantoxilina ou xantoxilina monobromada) com diferentes aldeidos, em poucas
horas e, em geral, com bons rendimentos. Foram purificadas através de recristalizacdo
em éter etilico e diclorometano. A sintese e purificagdo dos materiais de partida como a
xantoxilina e a floroacetofenona, sdo as etapas mais trabalhosas que podem levar alguns

dias para serem realizadas.
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6.5. AVALIACAO ANTINOCICEPTIVA PARA AS CHALCONAS.

A sintese de substancias utilizadas para sanar a dor ¢ um dos principais objetivos
e alvos de pesquisa em laboratérios de todo mundo. Novas substincias com
propriedades anestésicas e/ou analgésicas com efeitos adversos menos graves que oS
atuais farmacos, podem fornecer bilhdes de dolares aos detentores da descoberta. A dor,
que ¢ um processo fisioldgico importante, pois previne a ocorréncia de patologias e/ou
alteracdes que podem colocar em perigo a vida das pessoas, vem desde os primoérdios da
humanidade, constituindo um dos seus principais flagelos.”

Neste trabalho, foram avaliadas as propriedades antinociceptivas das chalconas
sintetizadas, através de modelos classicos de dor em camundongos. Inicialmente fez-se
uma andlise preliminar destas chalconas, com o objetivo de selecionar o composto mais
ativo para estudos mais detalhados. Dessa forma, utilizou-se o modelo de contor¢des
abdominais induzidas pelo &cido acético (0,6%) administrado intraperitonialmente para
uma primeira andlise dos compostos na dose de 10 mg/kg. Este método tem sido
empregado amplamente para a analise da atividade analgésica de diferentes compostos.
Trata-se de um modelo bastante simples e pouco especifico, permitindo avaliar a
atividade antinociceptiva de substidncias que atuam tanto em nivel central como
periférico.”*

Segundo os dados apresentados na Tabela 8, de todos as chalconas analisadas,
especialmente os compostos 84, 85, 39, 89 ¢ 91 inibiram de forma significativa as
contor¢des abdominais induzidas pelo 4cido acético, causando inibi¢gdes de 92,2; 82,3;
76,4; 86,0 e 86,7 %, respectivamente. Os compostos 33, 39, 40, 41, 81, 82, 83, 84, 85,
89, 90 ¢ 91 foram mais ativos que alguns firmacos usados como referéncia tais como
aspirina e paracetamol, os quais inibiram as contor¢des em 35 e 38%, respectivamente,

na mesma dose.
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Tabela 8. Atividade analgésica de chalconas e farmacos usados como referéncia

no modelo de dor induzida pelo 4cido acético na dose de 10 mg/kg, administrados

intraperitonialmente.
Chalconas % de inibi¢do *

33 55,6 £ 4,0%*

35 22,6 42
40 58,2 £ 3,1%*
41 68,8 £ 1,1**
81 42,8 +1,2%*
82 61,7 £2,6%*
83 49,5 £4,0%*
84 92,2 +3,2%*
85 82,3 +£2,5%*
86 37,4 £4,8%*

87 15,5+3,0
36 36,7 £ 3,5%**
88 30,0 £ 3,9**
89 86,0 £ 1,5%*
39 76,4 +2,0%*
90 55,3 +4,5%*
91 86,7+ 1,5%*
Aspirina 35,0 £2,0*
Paracetamol 38,0 £ 1,0**

% Asteriscos indicam diferencas significantes (** p< 0,01 e * p< 0,05) quando comparados com o grupo

controle.

Analisando as estruturas quimicas dos compostos em relacao aos dados obtidos
na Tabela 8, pode-se observar que a chalcona 33 (Figura 31) possui trés grupos
substituintes no anel A e nenhum substituinte no anel B. Possui uma estrutura quimica

bem definida, inclusive quanto aos aspectos estereoquimicos, entretanto, o seu
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mecanismo de a¢do ainda ndo estd definido. Este composto demonstrou uma atividade

inibitoria significativa de 55,6% no modelo de contorgdes abdominais.

1

4~F

2 9

3 10

Figura 31. Estruturas das Chalconas.
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Para as chalconas 35, 40, 41, 81, 82, 83, 84, 85, 86 ¢ 87 observa-se a
substitui¢do de um atomo de hidrogénio por diferentes grupos substituintes na posicao
2, 3 e/ou 4 no anel B. Analisando os pardmetros eletronicos (8), hidrofobicos (m) e
estéricos (Es), pode-se observar que na posicdo 4 do anel B o pardmetro mais
importante deve ser, provavelmente o parametro eletronico, pois a maioria dos
compostos que contém grupos elétron doadores (0°) nesta posicdo apresentaram uma
melhor atividade antinociceptiva em relagdo aos compostos com grupos elétron
retiradores (5").

Quando o atomo de hidrogénio (H) ¢ substituido pelo cloro (CI) na posig¢ao 2 no
anel B (composto 83), a atividade foi significativa (49,5%), mas menor em relacdo ao
composto 33 (55,6%), entretanto foi mais ativo que seu analogo 35 com o atomo de
cloro na posicao 4 (22,6%). Por outro lado, o grupo carboxilico (COOH) na posigao 2,
para a chalcona 84 apresentou a maior atividade de todos os compostos testados neste
modelo (92,2%). A introducdo de grupamentos acidos na estrutura de um prototipo
geral também resulta em andlogos com maior hidrossolubilidade (devido ao aumento da
acidez e do potencial de ionizacdo). Isto pode ser intensificado, subseqiientemente, por
formacdo de sais in vivo.”” Outros grupos presentes nas chalconas testadas que também
contribuem para o aumento de hidrofilicidade sdo os grupamentos hidroxila (OH), nitro
(NOy) e metoxi (OCH3).

Os analogos com dois grupos substituintes também tiveram uma boa atividade
antinociceptiva, o composto 81, com dois atomos de cloro, nas posigdes 3 e 4, foi mais
ativo (61,7%) do que aqueles com apenas um atomo de cloro, tanto na posi¢do 4
(composto 35; 22,6%) quanto na posi¢ao 2 (composto 83; 49,5%).

A incorporagdo de atomos de halogénio (F, Cl, Br), ou grupos metila (CH3) em
um prototipo resulta em analogos mais hidrofobicos e, em conseqiiéncia disto, podem
colaborar para o aumento da penetragdo nas membranas lipidicas. Entretanto, sabe-se
que existe uma tendéncia indesejavel destes compostos acumularem-se nos tecidos
adiposos. As mudangas de poténcia antinociceptiva causadas pela introducdo de um
halogénio ou de um grupamento que contenha halogénio, da mesma forma como a
substitui¢do com outros substituintes, dependerdo da posi¢cdo da substituicdo, sendo
necessario avaliar as restricdes conformacionais causadas por estes grupamentos na

. 94
estrutura da molécula.
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Das chalconas (36, 88 ¢ 89) que apresentam no anel B o 1,3-benzodioxolano, o
furano e o naftaleno, respectivamente, apresentou uma melhor atividade a chalcona 89
com uma inibi¢ao de 86,0%. Este composto parece ser bastante interessante sob o ponto
de vista medicinal e deve ser melhor avaliado no futuro. O mesmo oferece poucas
possibilidades de modificacao estrutural, devido a dificuldade em obter-se naftalenos
substituidos.

A chalcona 39, que possui um atomo de bromo na posicdo 3’ do anel A,
apresentou uma atividade maior (76,4%) do que o composto 33 (55,6%), que possui um
atomo de hidrogénio na mesma posi¢ao. Os compostos 90 e 91 também apresentaram
atividade maior do que os compostos 83 e 85. Portanto, pode-se concluir que este
halogénio (bromo) no anel A pode ser responsavel, nestes casos, pelo aumento da
atividade antinociceptiva destes compostos.

Apds a andlise dos resultados obtidos com o teste das contor¢des abdominais
induzidas pelo acido acético selecionou-se 4 compostos (84, 85, 39 e 91), os quais
apresentaram os melhores resultados. Todos estes compostos foram entdo analisados em
maiores detalhes neste mesmo modelo. Analisou-se as DIsy destes 4 compostos no
mesmo modelo de contor¢des abdominais (Figura 32), cujos estudos demonstraram que
o composto 84, administrado pela via intraperitoneal, foi um dos mais promissores e
que causou uma inibicdo de forma dose - dependente, revelando-se cerca de 15 vezes
mais ativo que os farmacos de referéncia analisados no mesmo modelo, apresentando
um valor calculado de DIsy de 3,1 (2,3 -4,3) mg/kg [8,7 (6,3 — 11,9) umol/kg] com
inibi¢do maxima (IM) de 92,2 %.

Os compostos 85, 39 e 91 também tiveram similar perfil de nocicepcao,
apresentando os seguintes valores de Dlso: 4,2 (2,6 —7,0) mg/kg [12,8 (7,8 —21,1) pumol
/kgl, 5,4 (3,2 -9,2) mg/kg [14,8 (8,7 —25,2) umol/kg] e 6,6 (5,7 —7,7) mg/kg [16,2 (13,9
—18,9) umol/kg, sendo respectivamente 10, 9 e 8 vezes mais ativos que os farmacos de

referéncia.
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Figura 32. Efeito dos compostos 84, 85, 39 e 91 (3:6:10 mg/kg) via intraperitoneal no
modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético em
camundongos. Os asteriscos indicam diferencas significantes (** p< 0,01 e *

p<0,05) quando comparados com o grupo controle.

Administrado oralmente na dose de 100 mg/kg (304,6 umol/kg), o composto 84
apresentou um pronunciado efeito analgésico, reduzindo em 62,7% o ntmero de
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético, indicando que é absorvido pelo
trato gastrointestinal, j4 os compostos 85, 39 ¢ 91 administrados na mesma dose, nao
apresentaram uma atividade significativa por esta via (Figura 33). Isto pode ser
explicado pelo aumento da hidrofilicidade e da acidez deste composto em relacdo aos
demais, ocasionado pela presenca do grupamento COOH na posi¢do 2 do anel B

presente na chalcona 84.
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Figura 33. Efeito dos compostos 84, 85, 39 e 91 (100 mg/kg) via oral no modelo de dor
induzida por acido acético. Os Asteriscos indicam diferencas significantes (** p<

0,01 e * p<0,05) quando comparados com o grupo controle.
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Portanto, a maioria das chalconas substituidas apresentou um efeito
antinociceptivo potente no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido
acético em camundongos quando administradas por via i.p. Quando administradas por
via oral, apenas a chalcona 84 apresentou atividade antinociceptiva, possivelmente,
devido a presenga do grupo COOH. O efeito antinociceptivo (DIsyp menos do que 100
mg/Kg) desta substancia foi superior a atividade de dois fdrmacos, a aspirina e o
paracetamol, que apresentam DlIsy acima de 100 mg/Kg, quando avaliadas no mesmo

modelo e mesma via de administracdo.”®

6.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA PARA AS CHALCONAS.

As leishmanioses sdo incluidas pela OMS (Organiza¢do Mundial da Saude) entre
as seis doencas tropicais de maior relevancia mundial. As pessoas infectadas
encontram-se constantemente em contato com florestas e bosques. As leishmanias (nas
Américas) sao doengas predominantes da classe pobre, do sexo masculino, e de adultos.

A maior parte das leishmanias causadoras das varias formas de leishmaniose no
homem ¢ representada por parasitas de animais selvagens e, menos freqlientemente, de
animais domésticos. Os animais selvagens como raposas e ratos sao os agentes
causadores da doenga. Os insetos-vetor, uma vez infectados, podem transmitir a doenca
para os animais domésticos, como o cdo que acometido de uma infec¢do severa com
grande numero de parasitas na pele, transmite a doenga ao homem. A infec¢do humana
¢ menos comum do que a canina, uma vez que Lu longipalpis (vetor) tem muito mais
atragdo pelo cdo do que pelo homem.””

O género leishmania tem duas formas em seu ciclo evolutivo: amastigota (sem
flagelo livre), no hospedeiro mamifero, e o promastigota (com flagelo livre), no
hospedeiro inseto (o vetor). O amastigota ¢ um parasita pequeno, dependendo da
espécie vive e multiplica-se no citoplasma dos macrofagos localizados na pele, nas
visceras ou no sangue, onde produz pouco ou nenhum efeito patolégico nos hospedeiros
naturais. Nos hopedeiros eventuais, entre os quais estd o homem, pode-se verificar,
entretanto, uma violenta reagdo celular do animal ao parasita, que resulta, usualmente,
em lesdes da pele e das mucosas ou em severas alteragdes patoldgicas nos Orgaos
internos.

Os vetores da leishmania, ao sugarem o sangue de um animal infectado, podem

ingerir amastigostas situadas na pele, ou que estejam circulando no sangue periférico do
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animal. No intestino do inseto-vetor, os amastigotas transformam-se em promastigotas,
multiplicando-se em grande niimero. Podem, entdo, ser inoculados na pele do préximo
animal que for picado pelo inseto infectado.”’

A terapia de pacientes com leishmaniose ainda se baseia no uso de compostos
antimoniais pentavelentes como antimoniato de meglumina, desenvolvidos hd mais de
cinqlienta anos. O tratamento requer cerca de vinte inje¢des diarias pela via
intramuscular ou endovenosa. Efeitos cardiotoxicos e hepatotdxicos sdo freqiientes, e
algumas espécies de leishmania estdo desenvolvendo resisténcia a este medicamento, o
que torna o tratamento ineficaz. Outro tipo de medicamento utilizado ¢ a anfotericina B,
um antifingico bastante eficaz contra a leishmania, mas altamente nefrotoxico, sendo
recomendado somente nos casos resistentes a antimoniais ou em pacientes cardiacos.
Para a leishmaniose cutinea ¢ utilizada o Miltefosine, mas a sua eficacia ¢é
questionada.” Estes fatos justificam a necessidade urgente de novos medicamentos
mais seguros, baratos e efetivos para o tratamento dos diferentes tipos de leishmania.

Estudos realizados com a 2’-6’-dihidroxi-4’-metoxichalcona 92 (DMC) isolada

00, mostraram que esta chalcona apresentou
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atividade in vitro contra promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis.
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Figura 34. Estrutura da 2°-6’-dihidroxi-4’-metoxichalcona 92.

Neste contexto, as chalconas sintetizadas neste trabalho, andlogas da 92, foram
testadas in vitro contra as formas extracelulares e intracelulares (promastigota e
amastigota) de Leishmania amazonensis (agentes que causam as leishmanioses

cutaneas), além de macrofagos que determinam a atividade seletiva sobre o parasita.



Tabela 9. Atividade in vitro para Leishmania amazonensis.

A)v\B

ICso (uM)
Chalcona A B Promas- Amas- Macro
tigotas tigotas fagos
OH
92 ﬁj\/ \© 25.3 4.0 67.3
H;CO OH
OH
33 ﬁj\/ \© 214 4.4 65.6
H;CO OCHj
OH
35 ﬁj\/ \©\ >100 >100 >100
H;CO OCH; “
OH
40 ﬁj\/ \O\ 72.6 27.9 >100
OCH;
H;CO OCH;
OH
41 /©\/ \©\ >100 >100 >100
CH;,
H;CO OCH3
OH
Cl1
81 Ji)\/ \©[ 1.9 38 8.0
H;CO OCH3 “
OH
82 /@\/ \©\ >100 >100 >100
NO,
H;CO OCHj
OH Cl
83 ﬁj\/ 5.1 3.6 54.2
H;CO OCH;
OH COOH
84 ﬁj\/ \© 0.8 28.5 47.6
H;CO OCH;
OH
NO,
85 Ji)\/ \@ 0.7 158 >100
H;CO OCH;
OH
86 /@\/ \©\ 59.8 >100 >100
Br
O

H;CO CH3
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Promas Amas Macréd
Chalcona A B
tigotas tigotas fagos
OH
87 /@\/ \©\ 0.8 43 >100
H3CO OCHj; F
OH
O,
36 /@\/ \@ > 0.4 3.6 18.3
H;CO OCH; 0
OH
z
88 ﬁj\/ ) 5.0 34 64.0
H;CO OCHs
OH
89 Ji)\/ 38.0 3.4 16.5
H;CO OCHj
OH
Br.
39 ji)\/ \© 46.7 41 58.0
H;CO OCH;
OH Cl
Br.
90 ji)\/ \© 0.9 14.2 95
H;CO OCH3;
OH
Br. NO,
91 ji)\/ \@ 05 6.3 > 100
H3CO OCHj;
Pentostan nd 4.4 72.0
Pentamidina 6.0 nd nd

n.d. = ndo determinado

Os resultados expressos em valores de ICsy (uM) obtidos para as chalconas
sintetizadas (Tabela 9) foram comparados com os dados obtidos para a chalcona 92 e
medicamentos de referéncia como o Pentostan, utilizado contra amastigotas, e
Pentamidina, utilizado contra promastigotas de Leishmania amazonensis.

Para as chalconas 81, 83 ¢ 90 o 4tomo de cloro presente na estrutura confere
acdo leishmanicida, mas também, citotoxica para células de mamiferos (macrofagos). A
indroducdo de um grupo 1,3-benzodioxolano (chalcona 36) no anel B aumenta a
atividade e a toxicidade da chalcona. A substituicdo do anel de benzeno B pelo de
naftaleno (chalcona 89) promove toxicidade (macréfagos). As chalconas (35, 40, 41, 82
e 86) com substituicdo na posicao para no anel B, possuiram uma baixa atividade
leishmanicida. Supreendentemente, a chalcona 85, que possui um grupo nitro (NO;) na
posicdo meta, no anel B, possui uma alta atividade leishmanicida, e ndo apresenta

toxicidade para macréfagos. Este efeito ¢ observado mais claramente quando
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compararmos a chalcona 82 (que possui um grupo nitro na posi¢do para) com a
chalcona 85 (que possui um grupo nitro na posicao meta). Provavelmente, substituicdes
em para prejudicam a interagdo molecular da chalcona com o alvo vital (enzima) dentro
do macrofagoécito e leishimania, considerando que substituigdes em meta promovem a
interacdo com o parasita alvo. De forma interessante a substitui¢ao pelo atomo de fluor
(F) na posi¢do para (chalcona 87), seletivamente aumenta a atividade leishmanicida.
Com a inser¢do de um atomo de bromo no anel A (chalcona 91), melhora a atividade
leishmanicida em comparacdo com o composto 85, provavelmente promovendo um
aumento na permeabilidade da molécula na membrana do macrofagocito. As chalconas
85, 87 e 91, por apresentarem uma potente atividade, seletividade e auséncia de
toxidade, além de um método simples de sintese, sdo potencialmente candidatas para o

desenvolvimento de novos fAirmacos para o tratamento de leishmanioses.

6.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA PARA AS CHALCONAS.

As chalconas sintetizadas foram submetidas a analise antifingica utilizando os
fungos: Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae, 0S
fungos filamentosos: Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus e os
dermatofitos: Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes e Epidermophyton floccosum. Foram utilizados como
controles os farmacos amfotericina B, terbinafina e o cetoconazol.

Nenhuma das chalconas sintetizadas foi efetiva contra os fermentos; Candida
albicans, Cryptococcus neoformans € Saccharomyces cerevisiae; € nem contra os fungos
filamentosos; Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus (ndo
apresentado na Tabela 10). Mas, foram observadas atividades diferentes frente aos
fungos dermatofitos; Epidermophyton floccosum, Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Microsporum gypseum (Tabela 10).

As chalconas 35, 82, 86 ¢ 87, com substituintes no anel B retiradores de elétrons
como bromo, flor, cloro ou nitro na posi¢ao 4, apresentaram atividades maiores do que
a chalcona 33, que nao possui substituinte no anel B . Em contraste, quando os grupos
sao doadores de elétrons como metoxila, metila e metilenodioxi as chalconas (36, 40 ¢
41) foram inativas contra os fungos testados. A chalcona 83 apresentou atividade
seletiva contra Trichophyton rubrum, fungo responsavel por aproximadamente 80-93 %

das dermatites cronicas e peridodicas em seres humanos (infecgdes nas unhas, maos e
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pés).'”! Esta chalcona (83), que possui 4tomo de cloro como substituinte na posi¢io 2 do
anel B, e apresentou-se a mais ativa das chalconas cloradas. A chalcona 35, que possui
atomo de cloro na posi¢do 4 do anel B, apresentou atividade menor. A chalcona 81, que
possui atomo de cloro nas posi¢des 3 e 4, apresentou-se inativa contra os fungos
testados. A chalcona 82, que possui um grupo nitro na posicao 4 do anel B, ¢ mais ativa
do que a chalcona 85, que possui um grupo nitro na posi¢do 3. O composto 89, que
possui naftaleno na estrutura, ndo apresentou atividade antifingica. O composto 88, que
possui furano na sua estrutura, apresentou atividade muito baixa contra Epidermophyton
floccosum.

A chalcona 39, que possui no anel A um atomo de bromo da posi¢do 3°, ¢ de 5-
10 vezes mais ativa contra quatro espécies diferentes de fungos do que a chalcona 33,
que ndo possui atomo de bromo no anel A. Porém, o efeito desta substituicdo ndo ¢
significante para as chalconas 90 e 91, quando comparadas com as chalconas 83 e 85,
respectivamente.

Apesar de algumas chalconas apresentarem atividade apenas contra fungos
dermatofitos, a seletividade destas ¢ particularmente interessante considerando que
dermatites sdo infecgdes dificeis de erradicar e que, embora ndo ameacem a vida das
pessoas, causam um impacto na qualidade de vida, podendo limitar as suas atividades

diarias severamente.



Tabela 10. Atividade antifungica das chalconas sintetizadas. (valores em MIC; pg/ml).

Chalconas E.f T.m. T.r. M.c Mg
33 >250 >250 >250 >250 >250
35 100 100 125 125 >250
40 >250 >250 >250 >250 >250
41 250 250 250 250 250
81 >250 >250 250 >250 >250
82 62.5 62,5 100 250 >250
83 100 50 125 100 250
84 125 250 250 125 250
85 250 >250 125 >250 >250
86 50 50 50 50 250
87 62.5 62,5 625 100 >250
36 >250 >250 >250 >250 >250
88 125 250 250 250 >250
89 >250 >250 >250 >250 >250
39 25 50 25 50 250
90 25 50 50 50 250
91 >250 >250 >250 >250 >250

Amp 625 03 25 >50 6.25
Cet 125 25 15 15 6.25
Terb 0.004 0.04 0.01 0.01 0.04
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E.f.:Epidermophyton floccosum C 114; T.m.: Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972; T.r.:

Trichophyton rubrum C113; M.c.: Microsporum canis C 112; M.g.: Microsporum gypseum C

115. Amp.=Amfotericina B. Cet.=Cetoconazol. Terb= Terbinafina
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6.8. SINTESE DE ANALOGOS DE ALCALOIDES

O objetivo desta etapa foi a sintese de andlogos de cis-8,10-di-n-propillobelidiol
diidratado 42 e de andrachamine 43 (ver Figura 5 e Esquema 12 da Revisdo
Bibliografica) a partir da rota sintética apresentada no Esquema 28.

Portanto, reagiu-se a 2,6-lutidina 65 com excesso de n-BuLi (3,6 equiv.) seguido
de adigdo de butirato de etila, a uma temperatura de —78 °C, sob atmosfera de

nitrogénio.

| a) n-Bulj > |

b) CH;(CH,),COOCH,CH
H, N cH, ) CH3(CHy), 2CH3 ~

7

65 66

OH OH OH = OH
Pt/C, H, |
<

N 1|\1+
I
CHj, CH,

67 94

Esquema 28. Rota sintética proposta para obter andlogos de alcaloides.

Esperava-se obter o composto diacilado 66, mas ao contrario do esperado, foram

obtidos outros dois compostos (Esquema 29).
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Esquema 29. Sintese dos compostos 95 ¢ 96.

Através da andlise dos dados espectroscopicos e comparagdo com dados

793102 identificamos dois compostos inéditos, o composto

descritos na literatura,
monoacilado 95 como produto majoritario com 60 % de rendimento, e a piridina 2,6-
disubstituida 96 com rendimento de 20 % (Esquema 29).

Para o composto 95 (Figura 35) foram realizadas andlises de Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H (Figura 36), °C (Figura 37) e espectroscopia no

Infravermelho (Figura 38), que serdo apresentados a seguir.
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1 7 11 13

95

Figura 35. Estrutura numerada do composto 95.

No espectro de RMN 'H (Figura 36) para o composto 95 observou-se a presenca
de hidrogénios metilicos (H-10) em 2,53 ppm na forma de um singleto, o que comprova
que ndo houve a diacilagdo. Para o restante da estrutura o hidrogénio H-4 encontra-se
em 7,53 ppm na forma de um tripleto (J= 7,66 Hz), o deslocamento dos hidrogénios H-
3 e H-5 encontram-se em 6,99-7,05 na forma de um multipleto, os hidrogénios H-7
encontram-se em 3,86 ppm na forma de um singleto, os hidrogénios H-11 encontram-se
em 2,46 ppm na forma de um tripleto (J= 7.4 Hz), os hidrogénios H-12 encontram-se
entre 1,49 e 1,66 ppm na forma de multipleto e os hidrogénios metilicos (H-13)

encontram-se em 0,88 ppm na forma de um tripleto (J= 7.4 Hz).
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Figura 37. Espectro de RMN-"C do composto 95 (50 MHz, CDCl:/TMS).

O espectro de RMN "°C para o composto 95 (Figura 37), apresenta sinal em
208,05 ppm referente a carbonila de cetona (C=0), o que vem a comprovar que houve a
monoacilagdo, os carbonos 2 e 6 encontram-se em 158,56 e 154,55 ppm,

respectivamente, o carbono 4 encontra-se em 137,20 ppm e os carbonos 3 e 5
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encontram-se em 121,84 e 121,47 respectivamente, o carbono 7 encontra-se em 52,76
ppm e os carbonos 11, 10, 12 e 13 encontram-se em 44,95, 24,74, 17,42 e 14,02
respectivamente.

O espectro de 1.V. (Figura 38) a banda de absor¢do mais caracteristica ¢ a banda
de cetona em 1715 cm™ (C=0) o que comprova a presenca da carbonila na estrutura. O
espectro também apresenta uma banda entre 3000-3400 cm™ (=C-H) ¢ em 1648 cm’
(C=0).

%T
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Figura 38. Espectro de 1.V. do composto 95 (pastilha de KBr).

Para o composto 96 (Figura 39) foram realizadas andlises de Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H, C, DEPT e espectroscopia no Infravermelho. Serdo
apresentadas a seguir as andlises d¢ RMN 'H (Figura 40) e "°C (Figura 41) e também
I.V. (Figura 42).

Figura 39. Estrutura numerada do composto 96.

No espectro de RMN 'H (Figura 40) do composto 96 o deslocamento do

hidrogénio H-4 encontra-se em 7,47 ppm na forma de um tripleto (J= 7,70 Hz), os
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deslocamentos dos hidrogénios H-3 e H-5 encontram-se em 6,97 e 6,87 ppm,
respectivamente, na forma de dois dubletos (J= 7,70 Hz), o que comprova a presenga do
anel piridinico na estrutura. O hidrogénio do alcool (OH) encontra-se em 6,20 ppm na
forma de um singleto, os hidrogénios H-7 encontram-se em 2,80 ppm na forma de um
singleto, os hidrogénios metilicos (H-10) encontram-se em 2,47 ppm na forma de um
singleto, os hidrogénios (H-11, H-12, H-13, H-15 e H-16) encontram-se entre 1,22-1,34
ppm na forma de multipleto, os hidrogénios H-14 e H-17 encontram-se em 0,83 ppm

(J= 7,65 Hz) na forma de dois tripletos sobrepostos.
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Figura 40. Espectro de RMN '"H do composto 96 (200 MHz, CDCIl3/TMS).

No espectro de RMN "°C para o composto 96 (Figura 41), os deslocamentos
quimicos dos carbonos 2 e 6 encontram-se em 159,99 e 157,78 ppm, respectivamente,
para o carbono 4 encontra-se em 137,64 ppm e os carbonos 3 e 5 encontram-se em
121,95 e 121,51 ppm, respectivamente, o carbono 8 encontra-se em 75,12 ppm, o 7 em
45,39 ppm e os carbonos 10-17 estdo entre 14,73 e 45,39 ppm. A analise do DEPT veio
a comprovar os sinais atribuidos para o RMN "*C. Os carbonos quaternarios 2, 6 ¢ 8
logicamente ndo aparecem no espectro, os sinais em 45,39; 42,45; 39,77; 26,75; 23,96 ¢
17,07 sao referentes a carbonos secundarios (CH,), os sinais 24,95 ¢ 15,37 e¢ 14,73 sao

referentes a carbonos primarios (CHj3).
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Figura 41. Espectro de RMN Cdo composto 96 (50 MHz, CDCl3/TMS).

O espectro de 1.V. do composto 96 (Figura 42) confirma a presenga do grupo OH
na estrutura, sendo observada em 3064-3500 cm™ (O-H), além das ligacdes C-H em
2867-2955 cm™, e da dupla ligacio C=C em 1586¢cm™.
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Figura 42. Espectro de [.Vdo composto 96. (pastilha de KBr).
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A formacdo do composto 95 (com 60 % de rendimento) pode ser explicada pelo
ataque nucleofilico da 2,6-lutidina litiada 97 (proveniente da deprotonacdo da 2,6-
lutidina 65 com n-BuLi), sobre a carbonila do butirato de etila 98, seguido de
eliminagdo do etdxido (estrutura 99). Provavelmente devido ao excesso de base presente
no meio reacional, uma parte do composto 95 sofreu posterior ataque nucleofilico pelo
Bu’ (100), originando o intermediario 101, que ¢ protonado pelo hidrogénio presente no

meio reacional, formando o composto 96 com um rendimento de 20 %.

96

Esquema 30. Mecanismo proposto para a formagao dos compostos 95 e 96.

Visando a minimizacdo da formag¢do do sub-produto 96 e otimizagao da
obtencdo de preparagdo do 95, efetuou-se a acilacdo da 2,6-lutidina 65 com 1,5

equivalente n-BuLi nas mesmas condi¢des reacionais.
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Apo6s isolamento e purificagdo dos produtos formados na reagdo, verificou-se
que o composto 95 foi obtido com rendimento menor do que na reagdo anterior (40%) e
ndo houve a formacdo do composto 96. Entretanto, ocorreu a formag¢ao do composto

102 (bis-piridina) com rendimento de 10%; Esquema 31)

= Z o
o | a) n-BuLi (1S equiv) |
H, N e, b) CHy(CH,),COOCH,CHj e Sy
65 95

102

Esquema 31. Sintese dos compostos 95 e 102.

O composto 102 (Figura 43) foi identificado através das analises de Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H (Figura 44), '*C (Figura 45), DEPT, COSY, NOESY,
HETCOR, espectroscopia no Infravermelho (Figura 46) e comparagdo com dados

descritos na literatura.”®*>1%?

102

Figura 43. Estrutura numerada do composto 102.

No espectro de RMN 'H (Figura 44) do composto 102 o deslocamento dos
hidrogénios H-4 ¢ H-19 encontram-se em 7,40 ppm na forma de um tripleto (J= 7,65
Hz), o deslocamento dos hidrogénios H-3 e H-20 encontram-se em 6,99 na forma de um
dubleto (J= 7,65 Hz), os hidrogénios H-5 e H-18 encontram-se em 6,87 ppm na forma
de um dubleto (J= 7,65 Hz), os hidrogénios metilénicos H-7 ¢ H-14 encontram-se em
2,88 € 2,96 ppm na forma de dois dubletos (J= 14,1 Hz), os hidrogénios metilicos H-10
e H-21 encontram-se em 2,46 ppm na forma de um singleto, os hidrogénios metilénicos
H-11 e H-12 encontram-se entre 1,35 a 1,52 ppm na forma de multipleto, e o hidrogénio

H-13 encontra-se em 0,78 ppm na forma de um tripleto (J= 6,70 Hz). A andlise do
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COSY confirma os sinais atribuidos para os hidrogénios no espectro de RMN 'H. As

integrais comprovam os sinais atribuidos para os hidrogénios no espectro.

4 - 19 [ -
3
18 |
'~ | HO?® 20 | A :If
Nt sl o _Ju I !
Hj N 1 N CH; | | "'
16 | |
| | |
1 |
. | | |
s Do f
| | !
|
| |
! | ; ¥ |
] i |
I b .'i Il‘l |=
_.z'l ...| i __Jii _.'ll'. _M _f"lj
. A i 'I L (W _ AV -
T ]
op oY
T W "o o
S .:_ .._.:I. == N —— F| S i f-. :
i 0

Figura 44. Espectro de RMN 'H do composto 102 (200 MHz, CDCl;/TMS).

No espectro de RMN "°C para o composto 102 (Figura 45), o deslocamento
quimico dos carbonos 2 e 15 encontram-se em 159,51 ppm, os carbonos 6 e 17
encontram-se em 157,35 ppm, os carbonos 4 ¢ 19 encontra-se em 136,87 ppm, os
carbonos 3 e 20 encontram-se em 122,53 ppm, os carbonos 5 ¢ 18 encontram-se em
121,14 ppm, o carbono 8§ encontra-se em 74,91 ppm, o carbono 7 e 14 encontram-se em
46,63 ppm e os carbonos 10, 11, 12, 13 e 21 encontram-se entre 14,17-43,58 ppm. A
analise dos espectros de HETCOR e DEPT confirmaram os sinais atribuidos no
espectro de RMN "°C. Analisando o espectro de DEPT, os carbonos quaternarios 2, 6,
15, 17 e 8 ndo aparecem no espectro, os carbonos secundarios (CH,) apresentam-se em
46,63 (sinal mais intenso referente a dois carbonos, C-7, C-14); 43,58 (C-11) ¢ 17,75
(C-12), e os carbonos primarios (CHj3) encontram-se em 24,29 (sinal mais intenso

referente a dois carbonos, C-10, C-21) e 14,66 (C-13).
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Figura 46. Espectro de 1.V. do composto 102 (pastilha de KBr).

O espectro no 1.V. (Figura 46) nos confirma a presenca do grupo hidroxila, com
uma banda em 3059-3500 (O-H), das ligagdes C-H em 2870-2955 cm™, ¢ da dupla
ligagdo C=C em 1582 cm™.

Um mecanismo possivel associado a formagao do produto 102 ¢ o ataque da 2,6-

lutidina litiada 97 (proveniente da deprotonagdo de 65) sobre a carbonila da cetona 95,
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originando o intermediario 103, que ¢ protonado pelo hidrogénio presente no meio

reacional (Esquema 31).

N \/ N
95 97 103

102

Esquema 32. Mecanismo proposto para a formag¢ao do composto 102.

Com o intuito de preparar mais um derivado piperidinico e confirmar a estrutura
do composto 95, realizou-se a reacdo de reducdo (da carbonila) do composto 95 com
borohidreto de potassio em metanol, resultando no élcool 104 com rendimento de 71 %

(Esquema 32).

=z 0 = OH
| KBH, |
NS NS
H; N MeOH Hy N
95 104

Esquema 33. Sintese do composto 104.

O composto 104 (Figura 47) foi identificado por andlise de Ressonancia

Magnética Nuclear de 'H (Figura 48), "°C (Figura 49), espectroscopia no Infravermelho

(Figura 50), e comparagdo com dados na literatura.”*>'*
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Figura 47. Estrutura numerada do composto 104.



104

No espectro de RMN 'H (Figura 48) do composto 104 o deslocamento dos
hidrogénios H-4 encontra em 7,50 ppm na forma de um tripleto (J= 7,64 Hz), os
deslocamentos dos hidrogénios H-3 e H-5 encontram-se em 7,00 e 6,93 ppm,
respectivamente, na forma de dois dubletos (J= 7,64 Hz), o hidrogénio do alcool (OH)
encontra-se em 4,75 ppm na forma de um singleto o que vem a comprovar a presenca
deste grupo, o hidrogénio H-8 encontra-se em 4,00 a 4,05 ppm na forma de multipleto,
os hidrogénios H-7 encontram-se em 2,71 a 2,92 ppm na forma de multipleto, os
hidrogénios metilicos (H-10) encontram-se em 2,51 ppm na forma de um singleto, os
hidrogénios metilénicos H-11 e H-12 encontram-se em 1,38 a 1,62 ppm na forma de
multipleto e os hidrogénios metilicos (H-13) encontram-se em 0,94 ppm (J= 6,84 Hz)

na forma de um tripleto. As integrais comprovam os sinais atribuidos para os

hidrogénios deste composto.
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Figura 48. Espectro de RMN 'H do composto 104 (200 MHz, CDCl;/TMS).
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Figura 49. Espectro de RMN C do composto 104(50 MHz, CDCl3/TMS).

No espectro de RMN "°C para o composto 104 (Figura 49), o deslocamento
quimico do carbono 2 encontra-se em 159,60 ppm, para o carbono 6 encontram-se em
157,17 e para o carbono 4 encontra-se em 136,92 ppm e os carbonos 3 e 5 encontram-se
em 120.88 e 120,41 respectivamente, o carbono 8 ligado a hidroxila do 4lcool encontra-
se em 70,67 ppm o que comprova mais uma vez a formagao do alcool, o carbono 7
encontra-se em 42,89 ppm e os carbonos 10, 11 ,12 e 13 encontram-se entre 14,04-
39,28 ppm.

No espectro de 1.V. (Figura 50) a banda de absor¢ao mais caracteristica é a banda
de alcool (O-H) em 3066-3500 (fato que nao deixa duvida da presenca do alcool), da
ligagdo C-H em 2869-2956 ¢ da dupla ligagdo (C=C) em 1587 cm™".
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Figura 50. Espectro de 1.V. do composto 104 (pastilha de KBr).

Ainda na tentativa de sintetizar o composto 66, reagiu-se a cetona 95 (1 eq.) com
n-BuLi (1 q.) e butirato de etila (1 eq.) utilizando as mesmas condi¢des reacionais
anteriores. Deixou-se agitando por 24 horas, apds este periodo isolou-se apenas o

material de partida 95 (Esquema 32).

7
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Z

H,C N
95

66

Esquema 34. Tentativa de obtencdo do composto 66.

Reagiu-se também a 2,6-lutidina 65 (1 eq.) com n-BuLi (2.2 eq.) e butiraldeido
(2 eq.), a temperatura de —78 °C sob atmosfera de nitrogénio (Esquema 34), observou-se
a formacdo de muitas produtos por cromatografia em camada delgada. Através da
analise do espectro de RMN de 'H do produto isolado em maior quantidade, observou-
se que além dos sinais referentes aos hidrogé€nios piridinicos ndo estarem presentes no
espectro, existe no espectro apenas multipletos de 0,89 a 3,81 ppm, o que nao deixa
davida que este composto isolado ndo ¢ o composto 105. Os outros produtos foram

isolados em quantidades insuficientes para analises de RMN de 'H.
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Esquema 35. Tentativa de obtengdo do composto 105.

Através da analise dos resultados obtidos verificou-se que a preparagdo direta do
composto 66 a partir da acilagdo da 2,6-lutidina 65 requer condigdes reacionais mais
seletivas. A cetona 95 ¢ susceptivel a reagdes de adi¢do nucleofilica, gerando sub-
produtos de adigao 96 ¢ 102.

As pesquisas na literatura revelaram o estudo realizado por Goémez e
colaboradores, publicado recentemente, para a preparagdo de piridinas 2,6-
disubstituidas.'* Segundo os autores, a reagdo da 2,6-lutidina 65 com cetona, na
presenga de n-butillitio apresentou problemas (formagao de subprodutos). De acordo
com os estudos realizados, o ataque nucleodfilico da lutidina litiada ao eletréfilo (cetona)
gera o intermedidrio 106, seguido de a-deprotonacdo, formando o intermediario 107,
que compete com a o’-deprotonacdo formando o intermedidrio 108, que apods hidrélise

forma os compostos 109 ¢ 110 (Esquema 34).
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Esquema 36. Sintese dos compostos 109 e 110.

Uma solugdo encontrada por Gémez e colaboradores para a sintese seletiva de
piridinas 2,6-disubstituidas consistiu na litiagdo da 2,6-bis(clorometil)piridina
(disponivel comercialmente), utilizando litio em pd e catalisador de Barbier (4,4’-di-
tert-butilbifenil, DTBB) a temperatura de -90 ° C seguido da reagdo com eletrofilo
(aldeidos ou cetonas), e posterior hidrdlise; as piridinas 2,6-disubstituidas sdo obtidas
com rendimentos moderados e auséncia de subprodutos.'**

Portanto, supde-se que a reagdo da 2,6-bis(clorometil)piridina 111 com n-
butiraldeido (Este aldeido ndo foi utilizado por Gémez e colaboradores) utilizando as
mesmas condicdes reacionais citadas acima, deverd fornecer a piridina 2,6-
dissubstituida 112. Pode-se sintetizar o composto 113 a partir da reagdo da piridina 2,6-
dissubstituida 112 com anidrido acético em piridina (para a prote¢do do grupo alcool),
seguido da reacao de metilagdo (com iodometano) para a formacdo do composto 114,
hidrolise (formagdo do composto 94) e posterior redugdo do anel piridinico (com

catalisador de Adams) para formar o composto 67 (Esquema 35).
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Esquema 37. Rota sintética proposta para a preparagdo do composto 67.

Apesar de ndo ter-se sintetizado as piperidinas 2,6-disubstituidas esperadas 66 e
105 para preparar o composto 67 (analogo aos alcaloides cis-8,10-di-n-propillobelidiol
diidratado 42 e¢ do andrachamine 43), os resultados obtidos at¢ o momento foram
satisfatorios, pois, as aminas 2,6-disubstituidas 95, 96, 102 ¢ 104 sdo inéditas e podem
possuir atividade antinociceptiva.

Os compostos sintetizados 95, 96, 102 ¢ 104 foram submetidos a andlise para

avaliacdo da atividade antinociceptiva.



110

7. CONCLUSOES

7.1. ACIDO CAURENOICO 8 E DERIVADOS

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

A preparacdo de amidas a partir da reagdao do cloreto de 4cido com aminas nao
foi realizada com sucesso. As amidas foram obtidas em baixos rendimentos e, na
maioria dos casos, ndo ocorreu a formacdo do produto desejado. Acredita-se que este
resultado foi devido a quantidade baixa de amina (1 equiv. de excesso) utilizada na
reacdo e que pode ter sido consumida pelo cloreto de acido, para a formacao do sal de
amonio quaternario.

As cetonas (11 e 12) foram obtidas com bons rendimentos, por métodos
diferentes dos citados na literatura.

As reagdes para a preparacao de ésteres utilizando condigdes classicas (metanol/
acido sulftrico) ndo foram bem sucedidas, porque ocorreu a adicdo do metanol a dupla
ligagdo formando como produto o composto metoxilado 19.

A reagdo do cloreto de acido com metanol, resultou na reagdo de esterificagao,
mas também na adi¢do do metanol a dupla ligagcao (composto 20).

Quando as reagdes anteriores foram realizadas na presenga de outros alcoois,
ocorreu a formacao de varios produtos, mas em nenhum caso foi observada a formagao
de ésteres ou do produto de adi¢do a dupla.

Na reacdo do cloreto de 4acido com metanol e piridina em excesso, ocorreu a
formagdo do éster metilico 9, ndo sendo observado a formagao do produto de adicao a
dupla. Mas o excesso exigido de éalcool e a utilizagcdo de piridina tornam esta reagdo de
pouco interesse sintético.

Quando foi utilizado meio basico (KOH/ acetona) para a preparagao de ésteres, a
partir da reacdo do acido caurendico 8 com haletos de organicos, foram obtidos seis
ésteres inéditos (71, 72, 73, 74, 75 e 76), com bons rendimentos, & temperatura
ambiente e em pouco tempo de reagdo (para a maioria), inclusive o éster metilico 9 que
até o momento sé podia ser preparado a partir da reagdo do acido caurendico 8 com
diazometano.

A partir dos resultados obtidos da andlise das propriedades antifingicas para o
acido caurenoico 8 e derivados, observou-se que o acido caurendico apresentou-se o
mais ativo dos compostos testados, apresentando atividade contra os dermatofitos:

Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e Epidermophyton floccosum,
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sendo o composto 11 (cetona) o mais ativo dos derivados, para os mesmos dermatofitos.
O fato dos compostos 8 e 11 possuirem um grupo acido carboxilico na sua estrutura,
sugere que a presenca deste grupo ¢ uma exigéncia estrutural para a atividade

antifingica na série de cauranos.

7.2. AS CHALCONAS

Foram obtidas onze chalconas inéditas (81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90 ¢
91) a partir de reagdes em condigdes brandas, com bons rendimentos e em poucas horas
(para a maioria).

Ap6s a andlise dos resultados obtidos para a atividade antinociceptiva, verificou-
se que a chalcona 84 , que possui um grupo carboxilico (COOH) como substituinte na
posicdo 2 do anel B, apresentou a maior atividade de todas as testadas revelando-se
cerca de 15 vezes mais ativa que os farmacos de referéncia, quando analisada via
intraperitoneal no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em
camundongos.

As chalconas 85 (grupo NO, em posicao 3 do anel B), 39 (bromo em posi¢ao
3’do anel A) 91 (bromo em posi¢ao 3’do anel A e grupo NO, em posi¢ao 3 no anel B)
também apresentaram uma boa atividade antinociceptiva sendo 10, 9 e 8 vezes,
respectivamente, mais ativas que os farmacos de referéncia.

Quando administradas via oral, apenas a chalcona 84 apresentou atividade
antinociceptiva.

Das chalconas submetidas a analise anti-Leishmania, as que possuem um grupo
nitro (NO,) como substituinte na posicdo 3 no anel B (85 ¢ 91), e a que possui como
substituinte um atomo de fluor (F) na posicdo 4 no anel B (87), foram as que
apresentaram uma alta atividade, seletividade e auséncia de toxicidade.

A andlise da atividade antifiingica revelou que a chalcona que tem como
substituinte um atomo de cloro (Cl) na posi¢do 2 no anel B (83), apresentou-se o
composto mais ativo contra dermatofitos, atuando seletivamente contra Trichophyton

rubrum.
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7.3. ANALOGOS DE ALCALOIDES

Para a reacdo de acilagdo da 2,6-lutidina com butirato de etila e #n-BuLi com o
intuito de preparar o composto diacilado 66, ndo foram obtidos os resultados esperados
mas, de qualquer maneira, foram satisfatorios, porque foram obtidos trés analogos
inéditos (95, 96 ¢ 102) e mais um derivado (104) que foram submetidos a avaliagdo da

atividade antinociceptiva.

8. PERSPECTIVAS

A continuacdo deste trabalho ¢ de suma importancia, tendo em vista os bons
resultados obtidos até o momento.

Supde-se que as amidas derivadas do acido caurendico 8 poderao ser preparadas
a partir da reacao do cloreto de acido utilizando um excesso maior de aminas.

Os ésteres sintetizados a partir do método desenvolvido neste trabalho (KOH/
acetona) podem ser preparados em quantidades maiores para serem avaliados quanto as
atividades antinociceptiva, antibacteriana, antitripanossoma, antiespasmodica, além de
outras.

As chalconas também poderdo ser preparadas em maior quantidade para serem
avaliadas quanto as atividade antinociceptiva com outros modelos de dor, como a
formalina, capsaicina, glutamato e teste da placa-quente. Também poderdo ser
submetidas a analises bioldgicas diferentes das deste trabalho.

Para a sintese do andlogo de alcaldides 67 foi proposta uma nova rota sintética
(ver Esquema 35 nos Resultados e Discussdo), que consiste na reagcdo da 2,6-
bis(clorometil)piridina com #n-butiraldeido utilizando litio em p6 e catalisador de
Barbier, seguido da protecdo do alcool com anidrido acético e piridina, reacdo de

metilacdo, hidrélise e redugdo do anel piridinico.
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Espectro 1. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3/TMS) do composto 8.
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Espectro 2. Espectro de RMN "°C (50 MHz, CDCI3/TMS) do composto 8.
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Espectro 10. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3/TMS) do composto 12.
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Espectro 17. Espectro de RMN °C (50 MHz, CDCl3/TMS) do composto 20.
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Espectro 29. Espectro de RMN "°C (50 MHz, CDCl3/TMS) do composto 74.
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Espectro 31. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCI3/TMS) do composto 75.
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Espectro 40. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCI3/TMS) da chalcona 33.
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FEN

1Y
— 14, 0ees

Sy

IHTEGRAL

S— 1

F— AL

1. 630

—— .I.E*.: L

-]

PEM
Espectro 43. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCI3/TMS) da chalcona 35.

169



] = = sl feri|
3 R 2 g8 Be & 24 =8
3 ] = R b v
il y N ]
1 jj w ﬂ ¢ !| i’
OH ©
2 . . 2
3 9 7 3
8
Hco” " Noch, ¢ < Pa it
|
i -
|
!
|
| !I '
[
T 1 T T " . "0 T T T | 1
190 180 170 160 130 140 130 120 110 1am a0 an 70 ED
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183

%T
520

|

3=

o
Ftu |

[ %]
L =)

i
]
1
&t
i
{u}
]
¥

Espectro 57. Espectro de 1.V. (pastilha de KBr) da chalcona 41.



184

3 =g J.::‘.*'..":.:;é.ﬂ - g
z r X & =
i j "tF"\-H-'-l-hl'\-jﬂ-\.ﬂ-\.'\-\. : . i -
| WY
S i
OH O
20, 7 2
N Ly 1 c
g 8 ] 3
Hyco™ 4 OCH; < 4va
5 P
H Il
|
| |
I
.". I i
il f
-rl J |
Il
I T T
2 /
£ ke ,,.J g
el : - T -+
= r == [
I._-' i T I T | T b T 1|'='. URRILEA i 1 T |-"""'I ] T
5.0 1 &, 13.4 ] 110 13,10 a.a0 ] il E.4 5.0 4.0 1.0 2.1 1.6 2.0

Espectro 58. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCI3/TMS) da chalcona 81.



185

. "
Ly = - [ - = CHITLE T i =T
ko .. <4 DT | v g
[T mie oy I L e FaIrI— Lo s
o m [T-37-) [T- e T | ey T

— e _l —_ - |
W | ‘[
-;11_1 | 1_‘..'\‘ ';. | |':- a I| \1

[ TEL .

—

o

Espectro 59. Espectro de RMN "°C (50 MHz, CDCl3/TMS) da chalcona 81.



186

%T

-1
cm

Espectro 60. Espectro de I.V. (pastilha de KBr) da chalcona 81.



187

- ——
i
FI9GE"T
2.
%)
<
=
1)
=
— . =
(1 A A
w.m_h..._.m.l. B M
o
~~
<
-
=
@)
]
Treie——— S
abzEy m
BT I M
= — Lo
71T A — =
e
G f
F71115 T o
L3 L5 — 3
ore8r B o) r m
z
«@ < n_
= "8
= 5
= &
- m
L
~ - &
- @
}
. -
(5]
—_— <P
e S
T
g
Wdd TwhsaiN: |2




188

%T

EE
= L

[

"~
IF

-1
cm

Espectro 62. Espectro de I.V. (pastilha de KBr) da chalcona 82.
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Espectro 95. Espectro de 1.V. (pastilha de KBr) do composto 96.
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Espectro 96. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3/TMS) do composto 102.
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Espectro 97. Espectro de RMN C (50 MHz, CDCl3/TMS) do composto 102.
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Espectro 99. Espectro de COSY (200 MHz, CDCl3/TMS) do composto 102.
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Espectro 100. Espectro de DEPT (50 MHz, CDCI3/TMS) do composto 102.

226



"'II ﬁ\'f'lf II'

e —
e —m—

Espectro 101. Espectro de HETCOR (200 MHz, CDCl3/TMS) do composto 102.
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Espectro 102. Espectro de NOESY (200 MHz, CDCI3/TMS) do composto 102.
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Espectro 103. Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCly/TMS) do composto 104.
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Espectro 104. Espectro de RMN °C (50 MHz, CDCly/TMS) do composto 104.
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Espectro 105. Espectro de I.V. (pastilha de KBr) do composto 104.
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