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RESUMO

A Malaria infecta mais de 200 milhdes de pessoas, sendo no Brasil o numero
estimado de aproximadamente 144 mil pessoas. Apesar dos esforgos, é visto que a
resisténcia do Plasmodium falciparum, Plasmodium ovalie e Plasmodium vivax
frente aos antimalaricos crescem e a possibilidade de utilizacdo de diferentes
classes de farmacos para o tratamento da maléaria se torna escasso. Contudo, existe
a viabilidade da obtengcdo de novos farmacos a partir de pesquisas baseadas em
plantas medicinais. Estudos prévios in vivo e in vitro relacionados a extratos de
Holostylis reniformis foram feitos para avaliar o poder de inibicdo das lignanas
ariltetralénicas, onde foi constatado a sua atividade antiplasmodial e a baixa
toxicidade as células hepaticas destas lignanas. A partir de tais fatos, surge uma
nova possibilidade de farmacos antimalaricos provenientes de lignanas
ariltetralébnicas em larga escala por via sintética. A rota sintética descrita neste
trabalho baseou-se em uma metodologia adaptada em quatro etapas, onde
destacam-se a insercdo de fluorobenzeno e 1,3-benzodioxol em 2,3-dimetil-4-
veratril-4-butirolactona para a obtencdo das misturas diastereoisdbmeras de 4'-fluoro-
3,4-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona e 3',4-metilenodioxi-4,5-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-
7-ona + 3,4-metilenodioxi-3',4'-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona, respectivamente.
Ambos os produtos demonstraram rendimentos satisfatérios para producdo em

pequena e larga escala sintética.

PALAVRAS-CHAVE: maléria, lignanas ariltetralénicas, lignanas fluoradas
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1. INTRODUCAO

1.2

Epidemiologia Maléria

A malaria é considerada a mais importante doenca parasitaria em humanos
(White et al, 2014). Segundo WHO 2015, o numero de pessoas afetadas pela
doenca é de 214 milhdes. Sendo que destas, 88% s&o originarias da Africa
Subsaariana, seguido de 10% do Sudeste Asiatico e, finalmente, 2% na regiao
mediterranea. Além disso, WHO 2015 relatou que o niumero de mortes causada
por malaria foi de 438.000 pessoas, sendo a Africa Subsaariana, a mais afetada
com o total de 90% dos casos. Acrescentando-se os dados da mortalidade, o
gasto anual estimado para o combate a malaria é de 12 bilhdes de ddlares
somente na Africa, devido a alta prevaléncia da doenca (Suh et al., 2004).

No caso do Brasil, WHO 2015 relatou que a doencga atinge basicamente o
norte do pais, sendo as espécies Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax
majoritariamente encontradas com a prevaléncia de 16% e 84%,
respectivamente. Ademais, 0s novos casos confirmados por maléaria em 2013
foram de 143.415, enquanto os casos de morte foram de 36 pessoas. A partir de
tais dados pode-se assumir que a malaria atinge prevalentemente regifes
pobres, onde a falta de acesso ao diagndstico e ao tratamento adequados podem

contribuir com a alta taxa de mortalidade (Suh et al., 2004).
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Figura 1: Prevaléncia mundial da malaria no ano de 2013 (OMS,2014)
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Fonte: Relatdrios dos programas nacionais de luta contra o paludismo.

Classificacao de Plasmodium spp. e Anopheles spp.

Quanto aos agentes etioldgicos, sabe-se que a malaria é causada por cinco
diferentes tipos de espécies: Plasmodium ovale, Plasmodium malarie e
Plasmodium knowlesi, Plasmodium vivax e P. falciparum. Sendo as duas ultimas
espécies encontradas ao redor do mundo, por isSso sua maior prevaléncia no
acometimento por maléaria (Walker et al., 2014). Acredita-se que P. falciparum
seja o principal causador de mortes, uma vez que, durante a infeccdo as células
vermelhas séo sequestradas na microcirculacéo, causando a hipoxia dos tecidos;
também ha a invasdo aos eritrécitos por todos seus estagios e, finalmente, a
ativacdo do sistema imune com alta liberacdo de citocinas para conter o agente
etiolégico (Walker et al., 2014). Em virtude de tais complica¢des geradas pelo P.
falciparum, os maiores grupos de risco sdo criangas, mulheres gravidas e
pessoas nado-imunizadas (Suh et al., 2004).

O vetor da doenga, € o0 mosquito fémea Anopheles spp., que possui hébito

noturno e, através da picada, inocula o Plasmodium spp. no hospedeiro.
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Geralmente, a epidemia de malaria esta relacionada ao desenvolvimento do
mosquito, o que explica a alta incidéncia nas regides da Africa Subsaariana,
Sudeste Asiatico e Mediterraneo que apresentam clima quente e chuvoso, com
alta umidade (Suh et al., 2004). Além disso fatores como varia¢des climéaticas,
desastres naturais e guerras podem também aumentar a prevaléncia do

mosquito em tais regides (Suh et al., 2004).

1.4 Ciclo do Plasmodium spp.

O ciclo da malaria comega com a inoculagéo do esporozoito Plasmodium spp.
pelo mosquito Anopheles, sendo que esse ira percorrer toda corrente sanguinea
até alcancar o figado. Quando o figado € alcangado, cada esporozoito inoculado
se multiplicarad por mitose nos hepatocitos, podendo ser formados entre 10.000 a
30.0000 merozoitos em um periodo de 5 a 8 dias (White et al, 2014). A partir
deste estagio, ha diferencia¢des no ciclo entre P. falciparum, P. ovale e P. vivax.
Para o P. falciparum, ap0s a multiplicacdo no figado por aproximadamente uma
semana, haverd a liberacdo dos merozoitos para a corrente sanguinea, a fim de
gue ocorra a invasdo nos eritrocitos para continua multiplicacdo. J4 para as
espécies P. ovale e P. vivax, quando os esporozoitos alcancam o figado, pode
ocorrer o estagio de laténcia, isto é, esporozoitos se mantém na forma de
hipnozoitos pelo periodo de 2 semanas até um ano, dado o momento em que
ocorra a sua ativagao para a invasao aos eritrocitos (White et al, 2014). .

Quando os merozoitos alcancam a corrente sanguinea para invadirem 0s
eritrécitos, havera alta taxa de multiplicagdo assexuada a ponto que os eritrocitos
explodam e, entdo, liberem mais merozoitos para invadirem mais eritrocitos

(White et al, 2014). Sabe-se que o0s picos onde ocorrem a maior liberagdo de
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merozoitos pela explosao dos eritrdcitos sdo de aproximadamente 48 horas para
as espécies P. falciparum, P. vivax e P. ovale, sendo esses picos responsaveis
pelo quadro febril. Enquanto o ciclo de reproducdo assexuada ocorre nos
eritrécitos, os merozoitos podem, também, formar gametdécitos, com a finalidade
de serem transmitidos ao mosquito Anopheles spp., por meio da ingestdo do
sangue da pessoa infectada (White et al, 2014).

No estbmago do mosquito, havera a reproducdo sexuada para serem
formados os esporozoitos, que depois migrardo para a saliva, a fim de que

ocorra a inoculagédo ao proximo hospedeiro humano (White et al, 2014).

Figura 2: Ciclo de vida de Plasmodium spp. (SlideShare, 2002)
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1.5 Sintomas

Os sintomas usualmente aparecem aproximadamente 6 dias apds a picada
para o P. falciparum, porém para as espécies P. vivax e P. ovalie, 0os sintomas
podem se apresentar tardiamente, pois eles podem estar na forma de
hipnozoitos nos hepatécitos, isto €, em estado de laténcia (Walker et al., 2014).

Para diferenciar a gravidade dos sintomas, deve-se avaliar o paciente, isto €&,
caso ele esteja imune por contato prévio com a malaria, a doenca pode se
apresentar de maneira assintomatica. Entretanto, caso o0 paciente ndo esteja
imune a doencga, as consequéncias podem ser graves (Suh et al., 2004).

Ambos 0s casos, 0s sintomas que comumente mais preocupam Sao
relacionados a infecgcdo pelo P. falciparum. Normalmente, as complicacdes
envolvem sistema nervoso central, pulmonar, renal e hematopoiético, sendo eles
prostracdo, alteracbes de consciéncia, dificuldade respiratéria ou edema
pulmonar, colapso circulatorio, sangramento anormal, ictericia, hemoglobinuria e
anemia severa (Suh et al.,, 2004). Adicionalmente, hipoglicemia pode ocorrer
devido ao consumo de glicose pelo parasita, infeccdo bacteriana por
complicagdo da propria doenca e os picos febris nos intervalos de 48 horas,
sendo o tipico sintoma da doenca (Suh et al., 2004).

Para o conjunto de dois ou mais desses sintomas, da-se o nome de
malaria severa. Por ultimo, um dos sintomas mais sérios € a maléaria cerebral,
gue pode alterar os niveis de consciéncia, e é responsavel pela taxa de 15 a 25

% de mortalidade dos pacientes (Suh et al., 2004).
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1.6 Diagnéstico

Por se tratar de uma doenga com sintomas gerais e por muitas vezes o
sintoma tipico febril € despercebido, o diagndstico para a doenca pode se dar de
forma tardia, o que afeta diretamente na evolugéo e tratamento da malaria (Suh
et al., 2004; White et al, 2014). Sendo entdo de extrema importancia os testes
realizados nas pessoas infectadas.

O diagnéstico considerado padrdo ouro para atestar a doengca é a
coloragdo de sangue periférico “gota espessa” corada com Giemsa. O teste
permite identificar as espécies e, além disso, quantificar a porcentagem de
eritrocitos infectados e Plasmodium spp. por microlitro (Suh et al., 2004). Assim,
como o teste de referéncia, também podem-se utilizar outros métodos como

auxilio ao diagnostico da malaria tais como:

a) Teste rapido de detecgcdo de antigeno: consiste na deteccdo de proteinas dos
parasitas P. falciparum e P. vivax,. Trata-se de um teste imunocromatografico
qualitativo, que ndo demanda habilidade técnica para atestar a doenca.
Contudo, nao quantifica a quantidade de parasitas no sangue e, também, ndo é

sensivel ao baixo nivel de parasitas no sangue (Suh et al., 2004).

b) Polymerase Chain Reaction (PCR): teste onde se identifica a sequéncia do
acido nucleico do Plasmodium spp. Dada tal especificidade, o PCR é
considerado altamente sensivel para o diagnéstico da doenca. Todavia, este é
um meétodo limitado pelo preco e viabilidade nos laboratérios (Walker et al.,

2014).
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c) Sorologia: refere-se ao teste imunoldgico, onde busca-se o anticorpo contra o

Plasmodium spp. no sangue da pessoa infectada (Walker et al., 2014).

1.7 Tratamento

O tratamento deve ser adequado de acordo com a espécie causadora da
infecgdo, pois deve-se seguir uma determinada diretriz de acordo com a
classificacdo da gravidade da malaria (Walker et al.,, 2014). Partindo de tal
pressuposto, ha divisées quanto a infec¢do pelo agente etioldgico: pacientes com
malaria P. falciparum com quadro de maléaria severa, infeccdo por demais
espécies e infeccdo por mais de uma espécie de malaria.

Para a malaria causada pelo P. falciparum com quadro de malaria severa, o
tratamento deve ser dado por via parenteral com a utilizacdo da combinacéo de
artesunato e quinina (Walker et al., 2014). J4 para a infec¢cdo por demais
espécies, utiliza-se a cloroquina como padrdo para a seguida utilizagdo da
primaquina, com o propésito de erradicar os hipnozoitos provenientes do P. ovale
e P. vivax (Walker et al., 2014). Finalmente, para infeccdo por mais de uma
espécie utilizam-se quinina e artesunato, sendo que um tratamento adicional
deve ser inserido caso haja P. vivax e P. ovalie para a aniquilacdo dos

hipnozoitos (Walker et al., 2014).

1.8 Resisténcia Medicamentosa a antimaléaricos
Apesar de tais tratamentos se mostrarem efetivos contra a malaria, segundo
WHO (2014) h& uma crescente resisténcia a diversos antimalaricos,
principalmente para as espécies P. falciparum, P. vivax e P. malarie. Para

7

demonstrar tal gravidade, WHO relatou que P. falciparum é resistente a
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artemisinina em, pelo menos, 5 paises: Camboja, Laos, Birméancia, Tailandia e
Vietnd (WHO, 2014), sendo que a utilizacdo de artemisinina era de primeira
escolha para o tratamento de malaria ndo severa por tal espécie. Ademais,
segundo WHO (2014) o tratamento do P. vivax pela cloroquina demonstrou
resisténcia em 24 paises, sendo este 0 medicamento padrdo para a aniquilagéo
dos hipnozoitos.

A imediata consequéncia pela resisténcia medicamentosa € a eliminacéo
incompleta ou tardia do parasita no hospedeiro tratado com tais medicamentos,
podendo agravar ainda mais a doenca. Além disso, a resisténcia por
antimalaricos pode conferir resisténcia a outros tipos de drogas, cujo mecanismo
de acdo sdo similares ou sdo substancias pertencentes a mesma classe quimica
(WHO, 2014).

A partir de tais dados pode-se concluir que novos antimalaricos devem ser
inseridos ao mercado, com 0 objetivo de se combater a resisténcia pelas
diferentes espécies do Plasmodium spp. Para tal finalidade, a pesquisa por
novos compostos em plantas brasileiras tradicionalmente utilizadas para tratar
malaria podem fornecer uma via de acesso para o desenvolvimento de farmaco,
destacando-se a Holostylis reniformis Duch (Aristolochiaceae), que possui rica

constituicdo em lignanas ariltetralonicas (Andrade-Neto et al., 2007).

1.9 Lighanas
De acordo com o IUPAC (2000), lignanas sao classificadas a partir da ligacao
B-B’ entre duas unidades de CsC; e sdo originarias do acoplamento oxidativo
entre unidades de alil e/ou fenilpropanoides (Moraes et al., 2002; Moss, 2000). As

lignanas e seus derivados sao utilizados no tratamento de diversas doencas, tais
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como inibicdo da transcriptase reversa no virus HIV, atividade imunosupressiva
no organismo humano, podendo auxiliar no transplante de o6rgéos, atividade
antineoplasica pela atuacdo no bloqueio da mitose, atividade antifungica e, até
mesmo, efeitos diretos e indiretos no sistema cardiovascular (Moraes et al., 2002;
Teponno et al., 2016). Diante dos diferentes tratamentos pelas quais as lignanas
podem ser assimiladas e, em adicdo, com o estudo prévio de 60 diferentes
compostos ligndides provenientes da familia Aristolochiaceae, que apresentam
efeito contra P. falciparum em cultura e P. berghei em ratos. Novas pesquisas
foram conduzidas, a fim de que houvesse a procura por novos compostos
baseados em produtos naturais para o0 combate a resisténcia das diferentes

espécies do Plasmodium (Andrade-Neto et al., 2007).

Figura 3: Esqueleto carbbnico basico para formar Lignana. (Moss, 2000)

5 6 B o

1.10 Lignanas Ariltetraldnicas como potencial antimalérico
Em experimentos in vivo com extratos de Holostylis reniformis Duch,
empregando-se cepas de Plasmodium berghei, verificou-se que 0os mesmos
apresentavam significativa atividade antimalarica em ratos. Lignanas
ariltetralonicas obtidas destes extratos apresentaram atividade antiplasmodial in
vitro (cepas de P. falciparum resistente a cloroquina) e baixa citotoxidade (para

células hepaticas) (Andrade-Neto et al., 2007). Além disso, a partir das analises
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pela estrutura-atividade, foi visto que a atividade antiplasmodial foi afetada pelas
configuragcfes dos estereocentros no anel B e por seus substituintes nos anéis A

e C (Andrade-Neto et al., 2007).

Figura 4: Estrutura da Lignana Ariltetralénica, destacando-se 0s seus anéis

constituintes (Andrade-Neto et al., 2007).

1.11 Viabilidade Sintética das Lignanas Ariltetralénicas

A utilizacdo de lignanas ariltetraldonicas para o tratamento poderia se tornar
viavel. Porém, sabe-se como a técnica de extracdo se torna dispendiosa para a
obtencao de tais compostos. Sendo assim, uma alternativa para tal procedimento
€ a utilizacao da rota sintética proposta por Muller e Vadja (1952) com alteragdes
em algumas de suas etapas proposta por Pereira (2015), a fim de que houvesse
a obtencao de diferentes produtos e, principalmente, que houvesse a substituicao
no anel C, a fim de que fosse melhorada a atividade antiplasmodial das lignanas

ariltetralébnicas. Uma das alteracdes é a utilizacdo de reagentes fluoroados, que
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possuem estruturas reconhecidamente importante no desenvolvimento de
farmacos.

A utilizacdo do fluorobenzeno no planejamento de farmacos se da pelas
propriedades advindas da forte eletronegatividade, baixa polarizabilidade e
pequeno tamanho do fluor (Bégué e Bonnet-Delpon, 2006). A partir de tais
caracteristicas, a sua utilizacdo no planejamento de farmaco pode conduzir as
seguintes modificacbes em meios biolégicos: i) mudanca na ligagdo com
receptores ou enzimas, pois o tamanho do atomo de fluor é similar ao hidrogénio
ou o grupo hidroxila, consequentemente o substrato em questdo se tonara um
inibidor enzimatico por ndo dar continuidade ao processo de quebra da
molécula; ii) alteragdo no metabolismo do composto em questdo, pois a ligagdo
C-F nado sera facilmente metabolizada (Bégué e Bonnet-Delpon, 2006; 2007).
Logo, o composto poderd ter uma tardia excrecao e, portanto, aumento da meia-

vida no meio bioldgico.

2. OBJETIVOS
Obtencgéo em escala sintética (~200 e 600 mg) dos anélogos: 4'-fluoro-4,5-
dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona e 3',4'-metilenodioxi-4,5-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-
7-ona, a partir da adaptacao da metodologia descrita por Miller e Vadja (1952) e

adaptada por Pereira et al. (2015).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.2 Métodos cromatograficos

3.2.2 Cromatografia em Coluna (CC)

Para as separac¢des cromatograficas em coluna (CC) foram utilizadas colunas
de vidro de didametros variados preenchidas com silica gel 60H (Merck®) ou
silica gel de fase reversa C18 de 230-400 mesh (Merck®).

3.2.3 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

Para as cromatografias em camada delgada comparativa (CCDC) foi utilizada

silica G (2-25 pm, 60 A, Sigma-AIdrich®) e para cromatografias em camada

delgada preparativa (CCDP) silica gel 60H (Merck®). As revelacbes das
cromatoplacas foram efetuadas mediante o uso de iodo sublimado e por

irradiacdes na regido de absorgéo no UV (254 e 365 nm).

3.2.4 Cromatografialiquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises cromatogréaficas de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas

utilizando cromatoégrafos: Shimadzu® com controlador SCL-10Avp, detector UV-
vis SPD-10AVvp, bombas (SPD-10AVp) para modo analitico e (SPD-10AVvp)

para modo semipreparativo, injetor manual com algca de amostragem de 20 pL

(analitico) e 5,0 mL (semipreparativo); JASCO® com controlador LC-Net II/ADC,
detector de arranjo de fotodiodos MD-2018 plus, bomba PU-2086 plus, injetor

automatico AS-2055 e detector de dicroismo circular (CD-2095). No modo

analitico foi empregado coluna C-18 ChromSep SS (Varian®, 4,6 x 250 mm, 5
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pm), enquanto que no modo semipreparativo foi utilizado coluna C-18 ODS
(Shimadzu®, 20 x 250 mm, 10 um).

3.2.5 Solventes e Reagentes de Sintese Empregados

O solvente deuterado (CDCI3) utilizados nos experimentos de Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN) foram da marca CIL®. O solvente nao deuterado

empregados nos processos cromatograficos e nas etapas de particdo das

fracOes, foram das marcas Merck® e Sigma—AIdrich® em grau cromatografico.

Os solventes e reagentes utilizados nas sinteses foram da marca Sigma-

Aldrich® com grau de pureza superior a 95,0%. A agua foi destilada e
deionizada em aparelho da marca Milli-Q (resistividade minima 18,2 MQ.cm a 25

°C). A eliminagdo dos solventes das amostras foi feita a pressdo reduzida,
utilizando-se evaporador rotatorio BUchi® (Water bath B-480) e em capela de

exaustao.

3.3 Espectrometros
Os espectros de RMN unidimensionais (lH, 13C) foram adquiridos em

espectrometros Bruker Advance Il 600 (14,1 T) a 600 MHz (1H) e 151 MHz

(*3c), e Varian® INOVA 300 (7,0 T) a 300 MHz (*H) e 75 MHz (3¢).
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2 Sintese de Analogos de Lignanas Ariltetralénicas
A rota sintética aplicada consiste em quatro etapas representadas no
Esquema 1 (Tabela 1). Trabalhou-se com dois reagentes diferentes:
fluorobenzeno e 1,3-benzodioxol a partir da 32 etapa. Sendo que para essa rota
sintética houve a otimizacdo em escala de ~200 mg, a fim de que fosse
posteriormente aplicado em escala de ~600 mg, com rendimentos vidveis para
separacao quiralica e, posteriormente, para a realizacdo de testes in vivo e in vitro

com os isdmeros a serem isolados.



25

Esquema 1. Rota sintética para obtencdo de lignanas ariltetralébnicas. Reagentes e
condigdes: (i) Zn, atmosfera de N2, 4 horas, (ii) CHz3COOH, H2SO4, N2 (iii) AlCl3, N2, 3

horas e (IV) PC|5, SnCI4, CGHG, N>.

Fonte: Rota Sintética baseada na metodologia descrita por Muller e Vadja (1952) e

adaptada por Pereira et al. (2015).

M Br O ( O
I+ S
MeO OEt
© MeO OH
1 2 3
0 lii
MeO O 0
O jii MeO
R MeO

R
iv 7 R=F; R'=H; 5 R=F; R'=H; 4

8 R=R'=-OCH,0"; 6 R=R'=-OCH,0";

(o)
Lo
H4CO CH;3




26

Tabela 1. Denominacdo dos Reagentes e Produtos utilizados na rota sintética

para obtencéo de lignanas ariltetralGnicas.

Composto Produto - Reagente
1 veratrilacetona
2 a-bromopropionato de etila
3 3'-hidroxi-2,3-dimetil-4-veratril-butirato de etila
4 2,3-dimetil-4-veratril-4-butirolactona
5 fluorobenzeno
6 1,3-benzodioxol
7 4-(4'-fluorofenil)-2,3-dimetil-4-(3,4-dimetoxifenil)-butirico
8 4-(3',4'-fenildioxol)-2,3-dimetil-4-(3,4-dimetoxifenil)-
butirico
9 4'-fluoro-3,4-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona
11+12 3',4'-metilenodioxi-4,5-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona +
3,4-metilenodioxi-3',4'-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona
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4.3 Procedimentos Gerais

4.3.2 Etapa 1: Producao de 3'-hidroxi-2,3-dimetil-4-veratril-butirato de etila (3)

Uma solucéo de 95,65 mmol (6,26 gramas) de Zn° granulado ativado (Chavan
et al., 2004) em 51,67 mmol (9 mL) de veratrilacetona foi mantida sob atmosfera
inerte, refluxo e agitacdo vigorosa. Posteriormente, houve gotejamento lento da
solugéo de 101,65 mmol (13 mL) de a-bromopropionato de etila com 3,39 mmol
(2 mL) de benzeno seco. Apés isso, houve aquecimento até 80 °C por 4 horas e
40 minutos. Em seguida, adicionou-se algumas gotas de HCI 10% e realizou-se
particdo com H,O Milli-Q (3 x 50 mL) e CHCI; (3 x 50 mL) A solugcao organica,
onde se encontrava o produto, foi seca em capela de exaustdo, apresentando

aspecto oleoso e coloragdao amarela. Rendimento para tal etapa foi de 91%.

4.3.3 Etapa 2: Producao de 2,3-Dimetil-4-veratril-4-butirolactona (4)

Em 42,06 mmol (12,47 gramas) de 3'-hidroxi-2,3-dimetil-4-veratril-butirato de
etila, foi adicionado 349,70 mmol (20 mL) de acido acético glacial. Apés 10
minutos, o sistema foi colocado em banho de gelo e, em seguida, foi inserida
atmosfera de N,. Apos 1 hora sob agitacdo, houve a inser¢do de 56,28 mmol (3
mL) de H,SO,, entdo deixou-se a reagao overnight. Houve particado com H,O
Milli-Q (3 x 80 mL) e CHCls (3 x 80 mL). A solugéo orgénica, onde se encontrava
o produto, foi seca em capela de exaustdo, apresentando aspecto oleoso e

coloracdo castanha. Rendimento para tal etapa foi de aproximadamente 104%.
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4.4 Procedimento para obtencéo de 4-fluoro-3,4-dimetoxi-2,7'-
ciclolignan-7-ona

4.4.2 Etapa 3: Producao de acido 4-(4'-fluorofenil)-2,3-dimetil-4-(3,4-
dimetoxifenil)-butirico (7)

Foram utilizados 20,1 mmol (2,80 gramas) de AICI; com 150 mmol (10 mL) de
CH,CI, anidro e posteriormente foram gotejados lentamente 19,53 mmol (2,07
gramas) de 2,3-dimetil-4-veratril-4-butirolactona com 60 mmol (4 mL) CH,Cl,
anidro e, em seguida, a incorporacéo de 19,18 mmol (2 mL) de fluorobenzeno
com 10 mmol (1 mL) de CH.CI, anidro, em sistema fechado, sob atmosfera de
N e banho de gelo por 1 hora. Apés o tempo determinado para o banho de gelo,
houve o aquecimento do sistema até a temperatura ambiente (30 °C) e deixou-
se a mistura reagir por 48 horas. A seguir, gotejou-se HCI 10% para a
conseguinte particdo com H,O Milli-Q (3 x 30 mL) e CHCI; (3 x 30 mL). Lavou-
se exaustivamente a fase organica com 100 mL de NaOH, e com 100 mL de HCI
10% e por mais uma vez ocorreu lavagem com H,O Milli-Q (3 x 50 mL).
Reservou-se as fases aquosa e organica para secagem na capela com
exaustao. Um produto com aspecto oleoso e marrom. Rendimento para tal etapa

foi de 18%.

4.4.3 Etapa 4: Producao de 4'-fluoro-3,4-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona + 4-
fluoro-3',4'-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona (9)

Em 1,608 mmol (335 mg) de pentacloreto de fésforo foi gotejado lentamente
uma solucdo de 1,608 mmol (1 g) de Acido 4-(4'-fluorofenil)-2,3-dimetil-4-(3,4-
dimetoxifenil)-butirico com 140 mmol (12 mL) de benzeno seco. Em seguida,
foram esperados 50 minutos sob agitacdo, banho de gelo e atmosfera de N..

Dado o tempo, houve o aquecimento do sistema a temperatura de 40 °C por
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uma hora e, depois, a reacdo foi resfriada até temperatura de 30 °C, para o
gotejamento lento do tetracloreto de estanho 1,608 mmol (0,30 mL) com
lavagem de 561 mmol (5 mL) de benzeno seco. Houve o gotejamento de HCI
10% para a consecutiva lavagem com H,O Milli-Q (3 x 50 mL) e CHCI; (3 x 50
mL). Separou-se a fase organica e deixou-se secar na capela com exaustéo.
Produto com aspecto oleoso e coloragdo castanha. Rendimento para tal etapa

foi de 87%.

4.5 Procedimento para obtencéo de acetona do 1,3-benzodioxol

4.5.2 Etapa 3: Producdo de &acido 4-(3',4'-fenildioxol)-2,3-dimetil-4-(3,4-
dimetoxifenil)-butirico (8)

Foram utilizados 12 mmol (1,68 gramas) de AICIl; com 30 mmol (3 mL) de
CH.ClI; anidro e, posteriormente, foi gotejado uma solucdo de 2,07 mmol (0,52
gramas) de 2,3-dimetil-4-veratril-4-butirolactona com 150 mmol (10 mL) CH.Cl,
anidro e, em seguida, houve a adicdo de 4,35 mmol (0,5 mL) de 1,3-benzodioxol
com 20 mmol (2 mL) de CH.CI, anidro, em sistema fechado, sob atmosfera de
N, e banho de gelo por 1 hora. Apds o tempo determinado para o banho de
gelo, houve o aquecimento do sistema até a temperatura de 30 °C e deixou-se
reagir por 3 horas. Houve o gotejamento de HCI 10% para a conseguinte
particdo com H,O Milli-Q (3 x 70 mL) e CHCI; (3 x 70 mL) e lavagem exaustiva
com 200 mL de NaOH da fase organica, para o seguido tratamento com 250 mL
de HCI 10% e por mais uma vez ocorreu lavagem com H,O Milli-Q (3 x 60 mL).
Reservou-se a fase aquosa para secagem na capela com exaustdo. O produto

com aspecto oleoso e marrom foi obtido da fase organica. Rendimento para tal
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etapa foi de 67%.
4.5.3 Etapa 4: Producao de 3',4'-metilenodioxi-4,5-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-
ona + 3,4-metilenodioxi-3',4'-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona (11 +12)

Em 1 mmol (226 mg) de pentacloreto de fosforo foi gotejado lentamente uma
solucdo de 0,77 mmol (287 mg) de &cido 4-(3',4'-fenildioxol)-2,3-dimetil-4-(3,4-
dimetoxifenil)-butirico com 110 mmol (10 mL) de benzeno seco. Em seguida
foram esperados 30 minutos sob agitacdo, banho de gelo e atmosfera de N..
Dado o tempo, houve o aquecimento do sistema a temperatura de 40 °C por
uma hora e, depois, a reacdo foi resfriada até temperatura de 30 °C para o
gotejamento lento do tetracloreto de estanho 1 mmol (0,2 mL) com 11 mmol (1
mL) de benzeno seco. Gotejou-se HCI 10% a mistura, e consecutiva lavagem
com H,O Milli-Q (3 x 50 mL) seguida de extragdo com CHCIs (3 x 50 mL).
Separou-se a fase organica e deixou-se secar na capela com exaustdo. Um
produto com aspecto oleoso e coloragéo castanha. Rendimento para tal etapa

foi de 70%.

4.6 Separacdo Cromatografica

4.6.2 3'-Hidroxi-2,3-dimetil-4-veratril-butirato de etila (3)

Com o intuito de se obter intermediario para a etapa 2 com menor quantidade
de subprodutos foi feito, entdo, uma coluna cromatogréfica [C-18, ¢$=2,7 cm,
h=13,3 cm, m=928,1 mg] com gradiente 2:8 de etanol/H,O (v/v), a 55 de
etanol/H,O. Ao final do processo foram obtidas 5 fragbes com 30 mL
cada. Sendo que o produto foi coletado na fracdo 5 na fase movel 5:5

(H2Ol/etanol) com massa de 403 mg, apresentando rendimento de 43%.
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4.6.3 2,3-Dimetil-4-veratril-4-butirolactona (4)

A fim de se obter o intermediario para a etapa 3 com maior grau de
purificacdo foi feito uma CC [silica gel, ® = 2,5 cm, h= 17 cm, m= 10 g] com
gradiente 8:2 de hexanos/acetato de etila (v/v), a 2:8 de hexanos/acetato de
etila. Ao final do processo cromatografico foram obtidas 15 fragbes de 50 mL
cada. Sendo que o produto obtido foi coletado na fase 6:4 (hexanos/acetato de

etila) na fracdo 6. Com massa de 6,6 gramas, apresentando rendimento de 66%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.2  Caracterizacao estrutural dos produtos obtidos por sintese

Figura 5: Estruturas das substancias produzidas em cada rota sintética

Fonte: Rota Sintética baseada na metodologia descrita por Miller e Vadja

(1952) e adaptada por Pereira et al. (2015).
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5.2.2 3'-Hidroxi-2,3-dimetil-4-veratril-butirato de etila (3)
A reacao entre a veratrilacetona e a-bromopropanoato de etila produziu dois
butiratos de etila diastereisoméricos, ilustrado na figura 6, como previsto para
uma reacao de Reformanstky entre uma cetona e uma mistura racémica de

brometo de alquila.
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Os espectros de RMN de *H e de *3C de 3 (Figura 7 e 8) apresentam
sinais para 16 atomos de carbono, incluindo sinais em o, 176,6 e 176,2
caracteristicos de carbono acilico, e sinais de hidrogénios aroméaticos em dy
6,64-6,80 correspondentes a dois anéis trissubstituidos. Sdo observados ainda,
dois quadrupletos sobrepostos em oy 4,11 e 4,09 (g, J= 7,2 Hz) atribuidos a
hidrogénios hidroximetilénicos, dois quadrupletos em éy 2,46 e 2,48 (g, J= 6,9
Hz) atribuidos a hidrogénios metinicos, sinais de hidrogénios de quatro grupos
metoxilicos (12H, &4 3,78-3,80), quatro grupos metilicos (12H, 6y 1,14-1,25)
sobrepostos, singletos duplicados atribuidos a hidrogénios de dois grupos
metilicos ligados a carbono carbindlico em 6y 1,07 (8¢ 25,3) e 1,04 (6¢c 23,2),

além de quatro hidrogénios benzilicos em &y 2,52-2,81.

Figura 6: Configuracgdes relativas dos diastereoisomeros de 3.
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'H de 3 (CDCls, 14,1 T).
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5.2.3 2,3-Dimetil-4-veratril-4-butirolactona (4)

Os conjuntos de sinais triplicados nos espectros de RMN de *H indicam uma
mistura, obtida com base na relacdo entre os hidrogénios carbindlicos benzilicos
medidos pelas integrais dos espectros de RMN de 'H. Uma anélise dos dados
de RMN de 'H e '3C (Figura 9 e 10) levou a caracterizacdo estrutural dos dois
compostos majoritarios presentes na mistura isomérica.

Os espectros de RMN de 'H apresentam sinais sobrepostos para hidrogénios
aromaticos (0y 6,72-6,84) e metoxilicos (8y 3,79-3,81). As principais diferencas
observadas nos espectros de RMN de *H e *C em relacédo aos intermediarios 4
sao evidenciadas pela presenca de sinais em 6y 4,69, 4,91 e 5,40 (d, J= 9,6,
15,6 e 4,8 Hz, respectivamente) atribuidos a trés hidrogénios ligados a carbono
carbindlico benzilico, trés conjuntos de sinais correspondentes a seis metilas [0y
1,21 e 1,03 (d, J=7,2 e J= 6,6 Hz);04 1,13 € 0,98 (d, J= 6,6 e 7,2 Hz); 40,47 e
1,12 (d 7,2 Hz)] e sinais entre &4 1,89 e 2,95 atribuidos a seis hidrogénios
metinicos. Além destes, destaca-se sinais de carbonos acilicos em . 179,7-

178,6.
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5.2.4 Acido 4-(3,4-dimetoxifenil)-4-(4'-fluorofenil)-2,3-dimetil-butirico (7)

Os dados espectrométricos de RMN de *H e *C (Figuras 11 e 12) de &cido
4-(3,4-dimetoxifenil)-4-(4'-fluorofenil)-2,3-dimetil-butirico  apresentam  sinais,
evidenciando a formag&o de uma mistura diastereoisomérica como produtos da
reacdo. Entre os sinais de deslocamento quimico evidenciados nos espectros de
RMN unidimensionais, destacam-se, os sinais em 0y 7,1-7,3 (8. ~ 107-149)
atribuidos aos hidrogénios aromaticos, sinais atribuidos a carbonos acilicos em
Oc 180,5 e 182,5, além de sinais atribuidos a grupos metilicos &4 0,71-1,15 (&
12,8-15,7) e metoxilicos aromaticos em oy 3,80-3,87 (6. 55,8). A principal
diferenca entre os deslocamentos quimicos dos compostos 4 e 7, € evidenciado
pela auséncia dos sinais do grupo carbindlico benzilico 644,69 e 4,91(5. 86,3 e
85,7) em 4, contraposto pela presenca dos sinais em oy 2,35-3,35 (. 40,3 e
48,8) atribuidos aos hidrogénios dibenzilico em 7. Esses dados corroboram para
identificacdo e determinagdo da formagdo dos isdmeros do &cido 4-(3,4-

dimetoxifenil)-4-(4'-fluorofenil)-2,3-dimetil-butirico.
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Figura 11: Espectro de RMN de *H de 7 (CDCls, 7,1 T).
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Figura 12: Espectro de RMN de **C de 7 (CDCls, 7,1 T).
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5.2.5 Acido 4-(3,4-dimetoxifenil)-4-(3',4'-fenildioxol)-2,3-dimetil-butirico (8)

Os espectros de RMN de *H de 8 (Figura 13) apresentam sinais sobrepostos
para hidrogénios aromaticos (64 6,6-7,2) e metoxilicos (8 3,8-4,0), além de
sinais duplicados de hidrogénios metilicos (6n 0,8-1,3). As principais diferencas
observadas nos espectros destes compostos em relacdo ao intermediario 4 € a
presenca adicional de um grupo fenilico tendo como substituinte nas posic¢des C-
3 e C-4 um grupo metilenodioxilico (84 ~ 5,90). Esses dados, e a auséncia dos
sinais de hidrogénio carbindlico da lactona em &y ~ 4,80 evidenciada no
intermediéario 4, indicam a formacao dos isdbmeros do acido 4-(3,4-dimetoxifenil)-

4-(3',4'-fenildioxol)-2,3-dimetil-butirico 8.

Figura 13: Espectro de RMN de *H de 8 (CDCls, 7,1 T).
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5.2.6 4'-fluoro-3,4-dimetoxi-2,7'-ciclolignan-7-ona (9)

Os dados espectrométricos de RMN de 'H e **C de 9 (Figura 14 e 15)
apresentam grande complexidade gerada pela sobreposicdo dos sinais. A
principal diferenca observada entre os dados deste desta mistura, 9, com 0s
descritos para 7, é a presenca de sinais de deslocamento quimico atribuido aos
hidrogénios em alta frequéncia (o4 ~ 7,56) e de grupos carbonilicos aromaticos
(¢ ~ 199,0). Tais dados indicam a formagdo da mistura das lignanas
ariltetralonicas. Baseando-se no mecanismo da reacdo de acilacdo de Friedel

Crafts, propde-se que 9 seja constituinte desta mistura.

Figura 14: Espectro de RMN de *H de 9 (CDCls, 7,1 T).
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Figura 15: Espectro de RMN de **C de 9 (CDCls, 7,1 T).
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5.2.7 4,5-Dimetoxi-3',4'-metilenodioxi-2,7'-ciclolignan-7-ona (11+12)

Os dados espectrométricos de RMN de *H (Figura 16) de 11+12 apresentam
sinais caracteristicos a uma mistura de lignanas ariltetral6nicas, evidenciado
principalmente pela presenca dos sinais de hidrogénios ligados ao carbono na
posicdo B e conjugados a carbonila, C-6, em &y ~ 7,5-7,6. Além destes sinais
sdo observados ainda, sinais de hidrogénios aromaticos em oy 6,2-6,9 e de
grupos metoxilicos arométicos em &y 3,66-3,95. Esses dados indicam a
obtencdo de uma mistura de ligananas ariltetralénicas, porém ndo indicam a

posicdo referente aos substituintes metilenodioxilicos e metoxilicos. Propde-se



42

gue compostos como 11 e 12 estejam presentes nesta mistura. Entretanto,
posteriores separagfes cromatograficas se fazem necessarias para a
comprovacéao desta proposta.

Figura 16: Espectro de RMN de *H de 11+12 (CDCls, 7,1 T).
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CONCLUSOES
O processo de sintese realizado para a obtencdo dos dois analogos de
lignanas apresentou viabilidade para a escala de ~200 mg e para ~600 mg.
Esses dados refletem a reprodutibilidade das sinteses que sdo de extrema
importdncia para novos estudos de potenciais farmacos antiplasmodiais.
Estudos posteriores serdo necessarios para a separagdo das duas misturas de
lignanas ariltetralénicas obtidas. O derivado 9 € o constituinte mais provavel de

uma das misturas, enquanto que 11+12 podem ser os constituintes majoritarios
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da outra mistura. Além disso, a continuidade deste trabalho para novos analogos
de lignanas ariltetralbénicas, com diferentes grupos funcionais adicionados a
estrutura molecular, poderiam levar a maior seletividade e, até mesmo, menor

toxicidade do composto.
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