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Resumo 

 

As plaquetas são ativadas quando há rompimento do epitélio vascular pela exposição a uma 

série de fatores que mudam sua forma e levam ao processo de agregação. A ativação e 

agregação das plaquetas forma o trombo (coágulo) que impede o extravasamento do sangue. 

Após o estancamento do sangue a desativação das plaquetas é feita pela ação de prostaciclinas, 

mas quando o processo de ativação e desativação é descontrolado ocorre a formação de trombos 

que afetam o fluxo sanguíneo nas artérias e veias que podem levar a inúmeras patologias. A fim 

de controlar esse processo inúmeros fármacos têm sido desenvolvidos, porém muitos 

apresentam limitações quanto a efeitos colaterais, idade do paciente e alto custo. Portanto, o 

desafio de muitos pesquisadores é obter moléculas que possam ser eficientes, seguras e mais 

acessíveis. Dentro deste contexto os produtos naturais têm sido uma fonte inesgotável de 

moléculas com potencial biológico. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi sintetizar a 

taiwanina C, uma lignana arilnaftalênica extraída da Taiwania cryptomerioides, de forma mais 

eficiente do que relatado por outros autores, avaliar sua atividade antiplaquetária usando como 

agonistas o ácido araquidônico e o TRAP-6, além de estudar o mecanismo de ação sobre as 

COXs e PAR-1 que são, respectivamente, as proteínas envolvidas nas vias de ativação 

plaquetária mediadas por esses agonistas. Foram avaliadas duas rotas sintéticas nas quais a 

taiwanina C foi obtida em rendimento total de 40,4% e 52%, portanto maiores do que aqueles 

descritos na literatura. Nos ensaios usando plaquetas humanas a taiwanina C inibiu 

significativamente a agregação plaquetária na presença de ácido araquidônico com CI50 = 0,46 

µM e na presença de TRAP-6 com CI50 = 0,56 µM. Esses estudos indicaram maior atividade da 

taiwanina C do que a indometacina usada como controle positivo. Estudos de docking 

molecular usando as COX-1 e COX-2 sugerem que a taiwanina C interage em ambas as COX, 

porém com maior afinidade com a COX-1. Em relação a PAR-1 os estudos sugerem que a 

taiwanina C apresenta mecanismo de interação diferente da indometacina e do vorapaxar 

(medicamento referência). Esses resultados demonstram que a taiwanina C atua em duas vias 

de sinalização da agregação plaquetária o que não é comum para a maioria dos fármacos 

utilizados. Embora preliminares, esses resultados indicam que a taiwanina C pode ser uma 

molécula alvo para o desenvolvimento de novos fármacos antiplaquetários. 

 

Palavras-chave: Atividade antiplaquetária, COX-1, Lignana arilnaftalênica, PAR-1. 



 
 

 

 

Abstract 

 

Platelets are activated when there is disruption of the vascular epithelium due to exposure to a 

series of factors, changing their shape and initiating a process of aggregation. Platelet activation 

and aggregation form the thrombus (clot) that prevents blood leakage. After the blood is 

stopped, platelets are deactivated by the action of prostacyclins, but when the activation and 

deactivation process is uncontrolled, thrombi can form, which affect the blood flow in the 

arteries and veins, which can lead to numerous pathologies. In order to control this process, 

many drugs have been developed, but many have limitations in terms of side effects, patient 

age and high cost. Therefore, the challenge for many researchers is to obtain molecules that can 

be efficient, safe and more accessible. Within this context, natural products have been an 

inexhaustible source of molecules with biological potential. Thus, the objective of this work 

was to synthesize taiwanin C, an arylnaphthalene lignan extracted from Taiwania 

cryptomerioides, more efficiently than reported by other authors, to evaluate its antiplatelet 

activity using arachidonic acid and TRAP-6 as agonists, in addition to study the mechanism of 

action on COXs and PAR-1, which are, respectively, the proteins involved in platelet activation 

pathways mediated by these agonists. Two synthetic routes were evaluated in which taiwanin 

C was obtained in total yields of 40.4% and 52%, therefore in higher than those described in 

the literature. In assays using human platelets, taiwanin C significantly inhibited platelet 

aggregation in the presence of arachidonic acid with IC50 = 0.46 µM and in the presence of 

TRAP-6 with IC50 = 0.56 µM. These studies indicated greater activity of taiwanin C than 

indomethacin used as a positive control. Molecular docking studies using COX-1 and COX-2 

suggest that taiwanin C interacts with both COX, but with greater affinity with COX-1. 

Regarding PAR-1, studies suggest that taiwanin C has an interaction mechanism different from 

that of indomethacin and vorapaxar (reference drug). These results demonstrate that taiwanin 

C acts on two signaling pathways for platelet aggregation, which is not common for most drugs 

used. Although preliminary, these results indicate that taiwanin C may be a target molecule for 

the development of new antiplatelet drugs. 

 

Keywords: Antiplatelet Activity, COX-1, Arylnaphthalene Lignan, PAR-1. 
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APRESENTAÇÃO 

 

A trombose é uma condição que afeta o corpo humano por meio da formação 

descontrolada de coágulos que podem impedir o fluxo sanguíneo de fluir normalmente pelas 

veias e artérias que integram o sistema circulatório. A diminuição do fluxo sanguíneo pode 

desencadear um grande número de doenças e até mesmo o óbito. Esses coágulos são formados 

pela agregação plaquetária que acontece após sua ativação a partir de estímulos específicos 

(Koupenova et al., 2017).  

As plaquetas em condições normais circulam através dos vasos com endotélio intacto e 

permanecem no estado inativado (separadas). Este estado inativado é sustentado pela liberação 

de prostaciclina (PGI2) do endotélio intacto, bem como pela ausência de vários fatores de 

ativação. Quando as plaquetas encontram uma ruptura no endotélio, entretanto, elas são 

expostas a moléculas como colágeno, ADP, trombina e TXA2 que desencadeiam a ativação e 

posterior agregação formando o coágulo (trombo) (Rucker & Dahmoon, 2020). 

A síntese do TXA2 (um dos mais potentes ativadores plaquetários) ocorre a partir de uma 

série de reações como o aumento de Ca2+ intraplaquetário que estimula a fosfolipase A2 (PLA2) 

que hidrolisa e libera o ácido araquidônico presente nos lipídeos da membrana das plaquetas 

(Figura 1). A COX-1 presente nas plaquetas converte o ácido araquidônico em prostaglandinas. 

A enzima tromboxano sintetase age sobre a prostaglandina produzindo o TXA2 que ativa as 

plaquetas e quando essa ativação não é controlada pode haver sérias consequências ao 

indivíduo. Também a partir do ácido araquidônico é sintetizada a PGI2 (prostaciclina A2, via 

principal de síntese envolve a COX-2) que controla o processo de formação do trombo sendo 

um potente vasodilatador e inibidor da agregação plaquetária (Kroll et al., 1991; Rucker & 

Dahmoon, 2020). 

Tanto a síntese do TXA2 quanto a da PGI2 dependem da ação das COXs trabalhando em 

sintonia para que a manutenção dos processos de ativação e a desativação plaquetária ocorram 

de forma controlada. Porém, quando esses processos não estão controlados existe a necessidade 

de se administrar substâncias antiplaquetárias que atuam em vários alvos moleculares inclusive 

as COX. Entretanto, compostos seletivos tanto para COX-1 quanto para a COX-2 podem causar 

sérios efeitos colaterais, pois essas proteínas são responsáveis por muitos processos fisiológicos 

e a inibição seletiva de uma delas pode afetar esses processos (Yusuf et al., 2017; Rucker & 

Dhamoon, 2020).  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Vasodilatador
https://pt.wikipedia.org/wiki/Plaqueta
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Figura 1. Síntese do TXA2 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Além da via de ativação plaquetária que envolve as COXs, a via da proteína PAR-1 

(receptor ativado por protease ligado a proteína G) tem sido avaliada também como um novo 

alvo no desenvolvimento de fármacos antiplaquetários. A PAR-1, assim como outros três 

membros dessa classe, são receptores acoplados à proteína G que são ativados pela clivagem 

de parte do domínio extracelular. Eles são altamente expressos em plaquetas e também em 

células endoteliais, miócitos e neurônios. Durante a ruptura do endotélio ocorre liberação de 

trombina que é agonista da PAR-1 e quando a trombina se liga à PAR-1 ocorre a ativação 

plaquetária. O antagonista da PAR-1, representado pelo vorapaxar - alcalóide com anel 

lactônico - (Figura 2), inibe a agregação plaquetária dependente de trombina, pois se liga ao 

mesmo sitio ativo da PAR-1 impedindo a ligação da trombina à proteína. Ainda que eficaz o 

vorapaxar tem efeitos colaterais sendo que os principais são aqueles relacionados a hemorragias 

(Frampton, 2015). Apesar de sua ação sobre a PAR-1 o tratamento com vorapaxar deve ser 

associado ao uso de medicamentos que inibem a COX-1 como forma de tratamento para pessoas 

que já tiveram problemas cardiovasculares. Outros medicamentos que atuam sobre outras vias 

de ativação plaquetária tem algumas restrições de uso como idade, doenças pré-existentes e alto 

custo (Abdulsattar et al., 201; Van der Meijden & Heemskerk, 2019). 

Desta forma existe a necessidade de se buscar novas moléculas para avaliação 

antiplaquetária para o desenvolvimento de fármacos que possam agir sob vários alvos 

moleculares envolvidos nos processos de ativação plaquetária. Dentro deste contexto, a 



21 
 

 

 

natureza é uma fonte promissora de moléculas que podem ser avaliadas. A literatura traz várias 

classes de metabólitos secundários (Lee et al., 2005; Kim et al., 2010; Zhao et al., 2018; Kim 

et al., 2019; Zaragoza et al., 2021) que já foram avaliados e alguns deles foram alvo para o 

desenvolvimento de fármacos como o vorapaxar que teve parte da estrutura baseada na estrutura 

do produto natural himbacine, extraído da Australian magnólia, que apresenta atividade 

antiplaquetária (Frampton, 2015).  

Um produto natural também com similaridade estrutural ao himbacine é a taiwanina C 

que, segundo alguns trabalhos publicados (Ban et al., 2012; Lin et al., 2017), também apresenta 

ação sobre as COXs (Figura 2). A taiwanina C é uma lignana arilnaftalênica extraída da 

Taiwania cryptomerioides Hayata, planta asiática e endêmica em Taiwan (Tsao et al., 2021). A 

extração da taiwanina C a partir desta planta tornou-se muito difícil depois da proibição pela 

China e Taiwan, de qualquer tipo de uso. Assim, existem várias rotas sintéticas para a síntese 

total da taiwanina C, mas as etapas reacionais envolvidas nessas rotas têm baixos rendimentos, 

utilização de reagentes de difícil obtenção e formação de subprodutos. Todos esses fatores 

tornam essas sínteses pouco eficientes na obtenção dessa lignana (He et al., 2014; Park et al., 

2014; Cow et al., 2020; Park et al., 2020; Park et al., 2021).  

 

Figura 2. Estrutura da taiwanina C, himbacine e vorapaxar 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Portanto, para contribuir com o estudo sobre o potencial antiplaquetário da taiwanina C, 

este trabalho teve por objetivo sintetizar a taiwanina C de forma mais eficiente do que as rotas 

sintéticas descritas na literatura através da proposta de duas rotas sintéticas, avaliar sua 

https://jwoodscience.springeropen.com/articles/10.1186/s10086-021-01947-x#auth-Nai_Wen-Tsao
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atividade antiplaquetária in vitro usando como agonista o ácido araquidônico, que atua 

diretamente na via da COX-1, e o TRAP-6 que atua na via da PAR-1. O mecanismo de ação da 

taiwanina C foi investigado utilizando como alvos moleculares a COX-1, COX-2 e PAR-1. Os 

estudos de docking molecular foram realizando através do programa GOLD visando o 

entendimento do modo de ligação da taiwanina C com essas proteínas utilizando como modelos 

de interação a indometacina e o vorapaxar, respectivamente, para as interações com a COX-

1/COX-2 e PAR-1. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1.  Sangue 

 

O sangue é um fluido corporal que percorre o sistema circulatório em animais 

vertebrados; formado por uma porção celular de natureza diversificada. Em animais 

vertebrados o sangue, tipicamente vermelho, é geralmente produzido na medula óssea. O 

sangue tem como função a manutenção da vida do organismo no que tange ao transporte de 

nutrientes, excretas (metabólitos), oxigênio, gás carbônico, hormônios, anticorpos, e demais 

substâncias ou corpúsculos cujos transportes se façam essenciais entre os mais diversos e 

mesmo remotos tecidos e órgãos do organismo (Conley & Schwartz, 2020). 

O sangue é formado por diversos tipos de células, que constituem a parte "sólida" do 

sangue, cada tipo com anatomia e funções próprias; essas imersas em uma parte líquida 

chamada plasma. As células sanguíneas são classificadas em três grupos básicos: os leucócitos 

ou glóbulos brancos, que são células de defesa integrantes do sistema imunitário; as hemácias, 

glóbulos vermelhos ou eritrócitos, responsáveis pelo transporte de oxigênio; e as plaquetas, 

responsáveis pela coagulação sanguínea (Sharma & Sharma, 2021). 

 

1.2. Plaquetas  

 

 As plaquetas são formadas na medula óssea por segmentação do citoplasma das células 

conhecidas como megacariócitos, as maiores células da medula. As plaquetas sanguíneas são 

as menores células do sangue, com um diâmetro médio de cerca de 2 a 4 μm. Embora muito 

mais numerosas (150.000 a 400.000 por m3) do que os glóbulos brancos, elas ocupam uma 

fração muito menor do volume do sangue devido ao seu tamanho relativamente pequeno. Como 

as hemácias, as plaquetas carecem de núcleo e são incapazes de divisão celular (mitose), mas 

apresentam metabolismo e estrutura interna mais complexos do que as hemácias. Quando vistas 

ao microscópio apresentam filamentos semelhantes a fios de cabelo saindo de suas membranas 

(Figura 3). Elas aderem umas às outras, mas não a glóbulos vermelhos e glóbulos brancos. Os 

grânulos minúsculos dentro das plaquetas contêm substâncias importantes para a atividade de 

coagulação sanguínea (Conley & Schwartz, 2020). 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Fluido_corporal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_circulat%C3%B3rio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Animalia
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vertebrado
https://pt.wikipedia.org/wiki/Medula_%C3%B3ssea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nutrientes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metab%C3%B3lito
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A1s_carb%C3%B4nico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Horm%C3%B4nios
https://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Plasma_(sangue)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Leuc%C3%B3citos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hem%C3%A1cias
https://pt.wikipedia.org/wiki/Plaquetas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Coagula%C3%A7%C3%A3o_sangu%C3%ADnea
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Figura 3. Plaquetas e agregação plaquetária 

 

Fonte: https://www.istockphoto.com/br/fotos/plaqueta-sanguínea. 

 

 A função das plaquetas está relacionada à hemostasia, prevenção e controle do 

sangramento. Quando a superfície endotelial (revestimento) de um vaso sanguíneo é lesada, a 

ruptura do vaso expõe o tecido conjuntivo subjacente. As plaquetas aderem ao colágeno 

presente neste tecido através de uma proteína plasmática secretada pelas células endoteliais e 

pelas plaquetas (o factor de von Willebrand). Após a ligação das plaquetas ao colágeno uma 

série de substâncias (ativadores) começam a ser liberadas como ADP, TXA2 e trombina. Esses 

ativadores atuam iniciando a agregação de plaquetas em um trombo crescente por meio da ação 

de várias vias de sinalização mediadas pela proteína G. Uma mudança na forma das plaquetas 

é a resposta inicial ao TXA2 (Rucker & Djamoom, 2020). 

 Estas substâncias agem sobre as próprias plaquetas alterando o metabolismo, forma e 

proteínas superficiais, num processo chamado de agregação plaquetária (Guyton & Hall, 2006). 

 A resistência normal das membranas capilares ao vazamento de hemácias (sangue) 

depende das plaquetas. A deficiência no processo de agregação plaquetária afeta a resistência 

das paredes capilares e consequentemente pode ocorrer sangramento anormal dos capilares, de 

forma espontânea ou por pequenas lesões ocorridas de forma externa (Guyton & Hall, 2006).  

A secreção do TXA2 estimula a formação do trombo, porém a expansão descontrolada é 

impedida pela secreção contínua de prostaciclinas pelas células endoteliais sãs que rodeiam a 

lesão. As prostaciclinas inibem a agregação plaquetária pelo aumento nos níveis de AMP cíclico 

(Yusuf et al., 2019).  

 

 



25 
 

 

 

1.3. Papel das plaquetas na homeostase e trombose 

 

A trombose seja genética ou adquirida, é a formação de um coágulo que obstrui o fluxo 

sanguíneo podendo ocasionar isquemia ou infarto dos órgãos, consequência de lesão vascular, 

ativação do processo de coagulação e de distúrbios da corrente sanguínea (De Wit et al., 2014). 

Porém, o endotélio vascular impede continuamente que as plaquetas sofram processos de 

ativação por meio de vários mecanismos, dos quais os mais bem estudados são: 

ectonucleotidases (que degradam ATP e ADP), trombomodulina (que inativa trombina), a 

liberação de prostaglandina I2 (prostaciclina PGI2) e óxido nítrico. PGI2 e o óxido nítrico 

suprimem a maioria dos processos de ativação plaquetária, incluindo adesão, formação de 

pseudópodes, secreção, agregação e atividade pró-coagulante. O prevalecente conceito é que 

essa supressão é prejudicada em locais de lesão vascular, por erosão ou ruptura de uma placa 

aterosclerótica ou por inflamação vascular (citocina e liberação do fator de von Willebrand 

(vWF) (Van der Meijden & Heemskerk, 2019). 

 A figura 4 ilustra as principais vias de sinalização da ativação plaquetária sendo que os 

receptores das plaquetas são ordenados no sentido horário de acordo com os estágios de 

aumento da ativação plaquetária em: A) A inibição plaquetária ocorre via óxido nítrico (NO) e 

prostaglandina I2 (PGI2) receptor IP, age via guanilato ciclase (GC) e adenilil ciclase (AC), com 

subsequente ativação de proteína quinase G (PKG) e proteína quinase A (PKA), 

respectivamente. B) A ativação plaquetária é iniciada pela interação de receptores de adesão 

(integrinas α6β1, α2β1, αIIbβ3 e glicoproteína (GP) Ib - V - IX complexo) com seus ligantes, 

como colágeno e fator de von Willebrand (vWF). A sinalização por meio desses receptores é 

limitada neste estágio e envolve vários pequenos reguladores de proteína G (SGRs), quinases 

da família SRC (SFKs) e quinases de proteína serina / treonina (STKs). C) A liberação dos 

agonistas solúveis ADP e tromboxano A2 (TXA2) leva à ativação dos purinoceptores P2Y12 e 

P2Y1 e do receptor TXA2 (TP). P2Y12, atuando através da proteína G Gαi, que inibe a AC, 

mas estimula as fosfoinositídeo 3-quinases (PI3Ks). P2Y1 e TP sinalizam através das proteínas 

Gαq seguidas por estimulação da fosfolipase Cβ (PLCβ), induzindo a liberação de Ca2+ no 

citoplasma, ativação da proteína quinase C (PKC) e outros eventos. Os receptores TP também 

estimulam as proteínas Gα12 / 13, desencadeando a ativação da proteína quinase associada a 

Rho (ROCK), implicada na mudança e disseminação da forma das plaquetas. D) Amplificação 

da ativação plaquetária. O GPVI e o receptor 2, semelhante à lectina do tipo C (CLEC2), 
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induzem a uma forte sinalização através das vias da proteína tirosina quinase envolvendo as 

proteínas SFK e SYK que resultam na ativação de PI3K e PLCγ e liberação de Ca2+ no 

citoplasma. E) A trombina é um forte agonista plaquetária e ativa os receptores acoplados a 

Gαq PAR-1 e PAR-4 (PAR-3 e PAR-4 em camundongos). F) Alterações conformacionais de 

integrinas, incluindo αIIbβ3, de um estado de baixa afinidade para um estado de alta afinidade 

para seus ligantes, em parte a jusante de PLC, PKC e PI3K, e envolvendo CalDAG - GEFI (Ca2+ 

- e nucleotídeo de guanina regulado por diacilglicerol- fator de troca I). Esta via inclui outros 

SGRs (RAS3A e RAP1B) e moléculas de sinalização ligadas ao citoesqueleto (isoformas kindlin 

e talin). G) A liberação do TXA2 é mediada pela ativação dependente de Ca2+ e dependente de 

proteína quinase da fosfolipase A2 citosólica (cPLA2) e ativação da ciclooxigenase 1 (COX-1). 

H) A indução da secreção do grânulo α e do grânulo δ por fortes agonistas depende de Ca 2+ e 

PKC e envolve os complexos SGR e receptor SNAP (SNARE). H) O balonamento da 

membrana plaquetária e a exposição à fosfatidilserina (PtdSer) ocorrem em resposta a 

combinações de agonistas de alta mobilização de Ca2+, mediados pelo canal iônico anoctamina 

6 (ANO6). A degradação intracelular de proteínas é mediada pela calpaína 2, PIP3 e 

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. 

 

Figura 4. Principais eventos de sinalização e respostas durante a ativação plaquetária 

 

Fonte: Van der Meijden & Heemskerk (2019). 
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Recentes estudos de fluxo sanguíneo indicaram que colágenos fibrilares (tipo I e tipo III), 

presente na camada vascular íntima e média e nas placas ateroscleróticas, estão entre as 

substâncias mais potentes no processo de ativação de plaquetas. Esta comprovação explica 

porque em lesões vasculares mais profundas ou desintegração de uma placa aterosclerótica 

ocorre a formação completa de trombo oclusivo (De Witt et al., 2014).  

Modelos de trombose animal indicam ainda que a ativação plaquetária induzida por 

colágeno e a formação de trombos são bastante aumentadas pela trombina gerada via fator de 

tecido. O fator de tecido é altamente expresso nas células do músculo liso subendotelial e 

macrófagos, e em extensão limitada também no endotélio inflamado. No que diz respeito à 

hemostasia, este estudo suporta um modelo multi-hit em que, além da trombocitopenia, outro 

gatilho (como inflamação) é necessário para o sangramento ocorrer (Boulaftali et al., 2014).  

Durante o desenvolvimento de um trombo, as plaquetas incorporadas são expostas de 

forma diferente ao colágeno e à trombina, o que contribui para a heterogeneidade em respostas 

plaquetárias (Figura 5). A heterogeneidade em composição do trombo é promovida por fatores 

extrínsecos (ambientais), como a dinâmica do fluxo sanguíneo, ambiente vascular, e 

disponibilidade local de agonistas plaquetários e por fatores intrínsecos específicos das 

plaquetas (Van der Meijden & Heemskerk, 2019). 

 

Figura 5. Fatores ambientais e plaquetários influenciando a heterogeneidade plaquetária no 

trombo 

 

Fonte: Van der Meijden & Heemskerk (2019). 
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1.4. Agentes antiplaquetários  

 

Os agentes antiplaquetários são fármacos que promovem a inibição das funções 

plaquetárias através de diferentes vias metabólicas, com destaque para a inibição da 

ciclooxigenase, da tromboxano sintetase e da fosfodiesterase. Também sofrem ação as vias de 

inibição do ADP e da ligação do fibrinogênio com receptores das glicoproteínas IIb/IIIa, a dos 

antagonistas dos receptores das glicoproteínas IIb/ IIIa e inibidores de agonistas específicos 

como a trombina, serotonina e adrenalina (Patrono et al., 2001; Castro et al., 2006).  

Os medicamentos atuais usados contra a agregação plaquetária têm uma boa resposta 

farmacológica (Tabela 1) e muitas vezes o tratamento é realizado pela combinação de dois ou 

mais medicamentos que atuam em diferentes vias metabólicas, porém ainda com efeitos 

colaterais indesejados (Van der Meijden & Heemskerk, 2019). 

 

Tabela 1. Medicamentos antiplaquetários e alvos biológicos 

Fármacos Mecanismo inibitório  

Alvos atuais 

COX1 (aspirina e AINEs) Formação TXA2 bloqueada (autócrina)  

P2Y12 (cloridogrel e prasugel) Receptores ADP irreversivelmente inibidos  

P2Y12 (ticagrelor) Receptores ADP reversivelmente inibidos  

Integrina αIIbβ3 (abciximab, 

eptifibatida e tirofiban) 

Integrina αIIbβ3 bloqueada (agregação) 

 

 

PAR1 (vorapaxar) Receptores de trombina bloqueados 

(coagulação) 

 

Alvos potenciais 

Fator Xa ou trombina Coagulação suprimida (anticoagulantes)  

GPIb-V-IX Adesão bloqueada ao vWF (dependente do 

fluxo) 

 

GPVI e CLEC2 (revacept) Receptor de sinalização semelhante a ITAM 

bloqueado 

 

TKIs (> 20 drogas) Sinalização semelhante a ITAM bloqueada 

(SFK, BTK e SYK) 

 

PI3Kβe PDI Integrina αIIbβ3 inibida (agregação)  

Ecto-nucleotidases ADP e ATP autócrino inativado   

PAR-1 e PAR-4 (pepducinas) Receptores de trombina bloqueados 

(coagulação) 

 

 

Fonte: Van der Meijden & Heemskerk (2019). 
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Os diferentes fármacos atuam em várias vias de ativação plaquetária já estudadas como 

adesão, sinalização, secreção, atividade pró-coagulante e interação com componentes de 

coagulação. Entretanto, muitas outras vias podem ser utilizadas como alvos moleculares para o 

desenvolvimento de novos fármacos antiplaquetários que sejam eficazes, com menos efeitos 

colaterais e mais acessíveis em relação a custo (Chiarito & Stefanini, 2021). 

Neste sentido a utilização de estudos de docking molecular utilizando como alvos 

moleculares proteínas envolvidas nessas vias de sinalização pode ser ferramenta muito 

importante para a seleção e design de compostos com potencial antiplaquetário para estudos in 

vitro e in vivo. 

 

1.5. Docking molecular 

 

Após o desenvolvimento dos primeiros algoritmos na década de 1980, o docking 

molecular tornou-se ferramenta essencial de virtual screening na descoberta de medicamentos 

com base na estrutura, devido à sua capacidade de prever, com certo grau substancial de 

precisão, a conformação de ligantes de pequenas moléculas dentro do local de ligação do alvo 

apropriado (Ferreira et al., 2015). 

O estudo de docking molecular, pode ser feito por meio de programas como DOCK, 

AUTODOCK, GOLD e FLEX, que buscam soluções com base nos algoritmos determinísticos 

ou estocásticos. Os algoritmos de docking molecular executam previsões quantitativas de 

energia de ligação, fornecendo classificações de compostos acoplados com base na afinidade 

de ligação de complexos ligante-receptor, e as correspondentes interações intermoleculares que 

estabilizam o complexo ligante-receptor podem ser convenientemente realizadas. Tais estudos 

são importantes, não só do ponto de vista teórico, para explicar a relação entre a estrutura do 

ligante e a função da proteína, mas também em termos de aplicações práticas, pois permitem 

interpretar o processo de transporte e eficácia terapêutica dos fármacos, e faz com que sejam 

escolhidas as moléculas que demonstrarem, in sílico, ter maior afinidade com o receptor antes 

mesmo da realização de ensaios in vitro e/ou in vivo (Sochacka, 2014).  

As soluções apresentadas pelo programa GOLD, se baseiam em um Algoritmo Genético 

(AG) de método estocástico, aplicando conceitos da teoria da evolução e seleção natural de 

Darwin, reproduzindo múltiplas cópias de um modelo flexível do ligante no sítio ativo do 
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receptor (proteína) e recombinando segmentos destas cópias aleatoriamente até que um 

conjunto convergente de estruturas seja gerado (Borges, 2006).  

A seleção da pose é acompanhada pelo uso de função de pontuação, como a ChemScore 

que leva em consideração o ΔG (energia livre de Gibbs), a área de contato hidrofóbico-

hidrofóbico, ligação de hidrogênio do complexo, da energia interna do ligante e da energia 

torsional, criando assim um ranking das melhores poses dos modelos de interação proteína-

ligante obtidos (Verdonk et al., 2003).  

As técnicas de docking molecular fornecem estimativas da energia livre de ligação entre 

a proteína e o ligante, antes mesmo que esses sejam sintetizados, sendo que os custos 

computacionais com esses estudos são bem menores, se comparados aos gastos laboratoriais 

para sintetizar e testar farmacologicamente várias substâncias (Rodrigues et al., 2012). 

Essa abordagem nos permite caracterizar o comportamento de pequenas moléculas no 

sítio de ligação das proteínas alvo, e elucidar as interações moleculares, basicamente em duas 

etapas: (1) predição da conformação, posição, orientação do ligante dentro dos sítios e (2) de 

avaliação da afinidade de ligação. A ferramenta de docking molecular também pode ser 

utilizada para realizar uma triagem virtual de grandes bibliotecas de compostos, classificar 

resultados e propor hipóteses estruturais de como os ligantes se ligam aos alvos (Meng et al., 

2011). 

As interações entre o fármaco e alvo proteico se dão através de forças intermoleculares 

do tipo dipolo, dipolo induzido e permanente. Dentre as forças dipolo-dipolo permanente as 

mais comuns nesses sistemas são as ligações de hidrogênio e as dipolo-dipolo induzidos podem 

ser forças de Van Der Waals (Florence & Attwood, 2011). 

 No estudo de docking, o objetivo é modificar o “modus operandi” do sistema endógeno 

para obter o efeito desejado, sendo que o ligante é selecionado para ter ação agonista ou 

antagonista da proteína alvo selecionada, cujas propriedades biológicas são conhecidas, assim 

como em estudos da relação estrutura-atividade dos compostos modelando as estruturas 

previamente analisadas para analisar as novas interações, permitindo que haja saída ou entrada 

de novos grupos químicos na molécula e assim modifiquem as potenciais propriedades 

biológicas (Lu et al., 2011). 

 O processo de docking pode ser realizado basicamente em cinco etapas (Figura 6): a 

primeira delas é o planejamento do experimento in sílico, ou seja, a escolha dos receptores e 

ligantes a serem empregados no estudo; a segunda etapa é a seleção do sítio de ligação e raio 
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da esfera de trabalho, que serão essenciais para determinar a região específica em que a melhor 

colocação do ligante deverá ser buscada; a terceira etapa envolve a realização do experimento 

computacional com objetivo de formar complexos entre ligante e proteína, uma vez executado 

o cálculo, o protocolo utilizado deve ser validado, ou seja, deve-se verificar a acurácia desse 

protocolo, o que significa verificar se as funções de busca e pontuação aplicadas foram capazes 

de reproduzir poses compatíveis com dados experimentais (quarta etapa). Caso o protocolo não 

tenha sido capaz de reproduzir tais dados, deve-se retornar aos passos 2 e 3 para a realização 

dos devidos ajustes dos parâmetros e dos cálculos. Caso o protocolo tenha sido validado, segue-

se então para a análise dos resultados obtidos no experimento, levando em conta as poses em 

tela gráfica, os escores resultantes dos cálculos, análise detalhada das interações receptor-

ligante, utilizando telas gráficas, e sua correlação com dados experimentais (Caracelli et al., 

2018). 

 

Figura 6. Etapas para realização de Docking Molecular 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

 Antes, de iniciar os cálculos de docking, com as amostras, é necessário validar a 

simulação (redocking - reprodução da estrutura do complexo cristalográfico ligante-proteína 

utilizando o docking molecular), para a determinação dos parâmetros a serem utilizados nos 

cálculos, como a escolha do sítio de ligação e o raio da esfera que será utilizado, de forma que 
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todos os resíduos de aminoácidos importantes para a inibição sejam incluídos (Caracelli et al., 

2018).  

Tendo como exemplo as ciclooxigenases, o redocking (COX-1-Celecoxibe (PDB ID 

3KK6) e COX-2-Rofecoxibe (PDB ID 5KIR) é realizado pelo programa GOLD 5.1 para o 

alinhamento das respectivas COXs através dos programas MUSCLE e SWISS-MODEL, onde 

os complexos cristalográficos das proteínas são inicialmente transformados em duas moléculas 

isoladas, COX-1 e celecoxibe, e COX-2 e refecoxibe, respectivamente. Os complexos virtuais 

proteína-ligantes são então, reconstruídos mediante docking molecular, e comparados ao 

complexo cristalográfico, sendo as poses coincidentes e os valores de RMSD abaixo de 2,0 Å, 

parâmetros de validação da estrutura (Morgon & Coutinho, 2007; Borges, 2016).  

 

1.6. Proteína alvo 

 

A identificação e validação de moléculas potencialmente bioativas são cruciais na 

pesquisa de novos fármacos. Para compreender melhor sobre os princípios dos mecanismos de 

interação de uma molécula com seu ligante específico, muitos estudos têm sido conduzidos 

sobre a análise das características droga-alvo (Feng et al., 2017). 

Hung & Chen (2014), destacam que o docking molecular auxilia na compreensão da 

relação que a proteína alvo e o ligante possuem, bem como os efeitos biológicos oriundos dessa 

interação, e possibilita o avanço nos estudos como uma alternativa para prever alvos potenciais 

ou extrair não alvos para testar um novo composto de forma eficiente e econômica. 

Os principais alvos moleculares para o desenvolvimento de novos fármacos são as 

proteínas (principais catalisadores, elementos estruturais, mensageiros de sinalização e 

máquinas moleculares dos tecidos biológicos, receptores e proteínas de transporte) e os ácidos 

nucléicos (DNA e RNA) (Feng et al., 2017). 

 

1.7. Ciclooxigenases como via de ativação plaquetária 

 

A duas principais isoformas das ciclooxigenases são a ciclooxigenase-1 (COX-1) e a 

ciclooxigenase-2 (COX-2). A COX-1 (Figura 7) é uma enzima constitutiva, expressa em muitos 

tecidos e, sob condições fisiológicas, produz prostaglandinas (PGs) necessárias à modulação 

das funções gastrintestinais, renais e a homeostase vascular (Orlando & Malkowski, 2016). 
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Figura 7. COX-1 em complexo com o celecoxibe 

 

Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/3KK6. 

 

A COX-2 (Figura 8), está presente, principalmente, no cérebro e na medula espinhal. É 

induzida, em células inflamatórias, considerada a enzima que produz os mediadores da 

inflamação da classe dos prostanoides. O gene da COX-2 é expresso em resposta a vários 

agentes pró-inflamatórios, citocinas, endotoxinas, fatores de crescimento e promotores de 

tumor (Yaqub et al., 2008).  

 

https://www.rcsb.org/3d-view/3KK6
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Figura 8. COX-2 em complexo com rofecoxibe 

 

Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/5KIR. 

 

As COX-1 e COX-2 são homodímeros contendo respectivamente 576 e 581 aminoácidos 

sendo cada dímero constituído de três unidades de dobramento independentes: um domínio 

semelhante ao fator de crescimento epidérmico, um domínio de ligação à membrana e um 

domínio enzimático. Dentro do domínio enzimático, existe o sítio catalítico da peroxidase e um 

sítio separado, mas adjacente, para a atividade COX no ápice de um longo canal hidrofóbico 

(Picot et al., 1994). 

A COX-1 e COX-2 são cerca de 60% idênticas, e as diferenças se encontram nos 

aminoácidos que revestem o sítio ativo da ciclooxigenase. A diferença mais significativa entre 

as duas isoformas é o tamanho e a forma dos locais de ligação do inibidor dentro do local ativo 

COX. A COX-2 tem uma bolsa interna secundária fora do local de ligação do inibidor que não 

é observada na COX-1. O sítio de ligação do inibidor na COX-2 é 25% maior do que na COX-

1. A bolsa secundária contribui significativamente para o maior volume do local de ligação do 

https://www.rcsb.org/3d-view/5KIR
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inibidor na COX-2, embora o canal central do local de ligação também seja 17% maior na 

COX-2 do que na COX-1, devido à substituição na COX-2 de Ile523, que existe na COX-1, 

por um menor resíduo de cadeia lateral a Val523 (Oniga et al., 2017). Essa diferença contribui 

para a especificidade do inibidor. Foi demonstrado que a COX-2 é inibida por compostos que 

ocupam esta bolsa adicional chamada de bolso hidrofílico (Rouzer & Marnett, 2009). 

Na via onde os mediadores são as ciclooxigenases, o ácido araquidônico (AA) plaquetário 

é metabolizado pela ciclooxigenase e convertido em prostaglandinas (PG) (Trostchansky et al., 

2019). COX é a enzima chave e limitadora da taxa na conversão de AA em prostaglandina 

PGH2 que, através da enzima tromboxano sintase, é metabolizada em tromboxano A2 (TXA2), 

que é um potente agonista plaquetário e desempenha papel importante no aumento da ativação 

plaquetária e promoção da formação do trombo (Yuhki et al., 2011; Esteves et al., 2017).  

As ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) estão envolvidas no processo de formação de 

PGH2 (Figura 9), no entanto, a produção de TXA2 plaquetária é dependente da COX-1 (Abeles 

et al., 2015).  

 

Figura 9. Cascata do ácido araquidônico, formação do TXA2 

 

Fonte: Adaptado de Gilman, 2005. 
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O sítio da COX-1 está enterrado profundamente no domínio catalítico e a entrada é 

constituída pelos aminoácidos Arg120, Tyr355 e Glu524. A inibição da COX-1 está relacionada 

à interação do ligante com esses resíduos, principalmente com a Arg120 através de ligações de 

hidrogênio clássicas. O bloqueio da entrada do sítio ativo impede o ácido araquidônico de entrar 

e ser convertido em TXA2. Desta forma, a inibição da COX-1 leva à inibição da agregação 

plaquetária (Rang et al., 2015; Tomić et al., 2017). Todos os fármacos que atuam sobre a COX-

1 inibem a biossíntese do TXA2 como a maioria dos AINES, porém o uso como antiplaquetários 

raramente é prescrito devido aos efeitos colaterais gástricos. O ácido acetilsalicílico (ASS) é 

utilizado como antiplaquetário, ou seja, evita a ativação e agregação das plaquetas para prevenir 

trombose em pacientes de risco. No entanto, o FDA (Food Drugs Administration) recomenda 

que o AAS seja usado apenas na prevenção secundária de doenças cardiovasculares como 

infarto ou AVC em pessoas que correm o risco de um novo evento. Somente nessa situação os 

benefícios da terapia superam os riscos de efeitos adversos ligados à homeostasia (Campbell et 

al., 2007).  

 

1.8.  PAR-1 como via de ativação plaquetária 

 

A PAR-1 (Receptor Ativado por Protease tipo 1) (Figura 10) é membro de uma família 

de receptores acoplados à proteína G que medeiam as respostas celulares à trombina e proteases 

relacionadas à ativação plaquetária.  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Plaqueta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Trombose
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Figura 10. Estrutura da PAR-1 em complexo com vorapaxar 

 

Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/3VW7. 

 

A trombina ativa a PAR-1 por clivagem específica do exodomínio N-terminal do receptor 

para gerar um novo N-terminal. Este novo N-terminal funciona então como um agonista ligado 

ao peptídeo que se liga intramolecularmente ao feixe transmembrana de sete hélices do receptor 

para afetar a ativação da proteína G1. Em mamíferos adultos, os quatro membros da família 

PAR ligam o dano ao tecido e a geração local de proteases de coagulação ativas às respostas 

celulares que ajudam a orquestrar a hemostasia, trombose, inflamação e talvez a reparação do 

tecido (Zhang et al., 2012). 

O receptor PAR-1 ganhou interesse uma vez que o bloqueio do PAR-1 pode produzir 

efeitos antiplaquetários potentes sem afetar a capacidade da trombina de gerar fibrina e sem 

inibir a ativação plaquetária pelo colágeno (Goto et al., 2010). Teoricamente, esta via alternativa 

bloqueia a ativação plaquetária durante formação de coágulos preservando o reparo vascular 

essencial e a função hemostática protetora afetada pelos inibidores da COX-1.  

O vorapaxar (Figura 2), potente inibidor da PAR-1, possui estrutura análoga à do produto 

natural himbacine, é um inibidor competitivo, oralmente ativo, não proteico e altamente seletivo 

(Abdulsattar et al., 2011; Gryka et al., 2017). Inibe a agregação plaquetária induzida pelo 

https://www.rcsb.org/3d-view/3VW7
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peptídeo ativador do receptor de trombina (TRAP) de maneira dose-dependente. Estudos pré-

clínicos indicaram que o vorapaxar não afeta a agregação plaquetária induzida por ADP, TXA2 

ou colágeno e não altera o tempo de protrombina ou tempo de tromboplastina parcial ativada 

(Abdulsattar et al., 2011). Seu uso é eficaz, geralmente associado a outro antiplaquetário, porém 

apresenta também efeitos colaterais relacionados a sangramentos e efeitos sobre o sistema 

nervoso central (Van der Meijdem, 2019). 

Desta forma, existe a necessidade em se buscar novas moléculas que possam ser utilizadas 

como alvos para o desenvolvimento de novos agentes antiplaquetários visando melhor resposta 

biológica associada a menores efeitos colaterais. 

 

1.9.  Produtos naturais  

 

 Durante muito tempo produtos naturais extraídos de plantas têm sido alvos para o 

desenvolvimento de novos fármacos. Destes estudos surgiram moléculas como a do taxol, 

artemisinina, morfina, podofilotoxina e himbacine que deram origem a fármacos em uso 

atualmente para tratamento contra várias enfermidades (Chackalamannil, 2016; Atanazov et al., 

2021).  

O desenvolvimento do antiplaquetário vorapaxar foi baseado no produto natural 

himbacine (Chackalamannil, 2016) e muitos outros produtos naturais têm sido avaliados para 

essa mesma atividade (Hirsch et al., 2017; Kim & Park, 2019; Zaragozá et al., 2021). 

 A taiwanina C (Figura 2) é uma lignana arilnaftalênica extraída do cerne da Taiwania 

cryptomerioides que é uma planta asiática endêmica com distribuição natural em Taiwan, numa 

área contígua no sul da China, em Mianmar e no Vietnã (Figura 11).  

  

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Chackalamannil%2C+Samuel
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Chackalamannil%2C+Samuel
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Figura 11. Fotos da Taiwania cryptomerioides de onde se extrai a taiwanina C 

  

Fonte: https://botanyphoto.botanicalgarden.ubc.ca/2007/12/taiwania_cryptomerioides/ 

 

A T. cryptomerioides despertou o interesse por anos devido a excelente qualidade e 

durabilidade de sua madeira, além da presença de centenas de compostos como terpenóides, 

lignanas, flavonóides e esteróides presentes na raiz, casca, madeira e agulhas (Figura 11) (Chien 

e Kuo, 2009). Porém, devido à sua raridade e crescimento lento, a T. cryptomerioides é 

protegida legalmente nos locais onde ocorre tornando a extração legal da taiwanina C muito 

difícil (Thomas & Farjon, 2011).  

O interesse nesta lignana arilnaftalênica reside em suas propriedades biológicas (Ban et 

al., 2002; Park et al., 2014; Lin et al., 2017; Park et al., 2021), e na similaridade com a estrutura 

da himbacine em relação ao sistema tricíclico e anel butirolactônico (Figura 2). 

A principal atividade biológica da taiwanina C é sua ação inibitória sobre as 

ciclooxigenases, a qual já foi estudada por vários autores utilizando diferentes modelos de 

ensaios biológicos (Ban et al., 2002; Hong et al., 2008; Lin et al., 2017; Tsai et al., 2018) 

Ban et al. (2002), investigaram os efeitos da taiwanina C na produção de PGE2 induzida 

por TPA em macrófagos peritoneais de rato e relataram que a produção de PGE2 dependente 

de COX-2 foi inibida pela taiwanina C com um valor de CI50 de 0,23 µM, enquanto a produção 

de PGE2 dependente de COX-1 foi reduzida em 46,9% a 1 µM. Os autores também relataram 

que as atividades das COX-1 e COX-2 isoladas foram inibidas pela taiwanina C (valores de 

CI50: 1,06 µM e 9,31 µM, respectivamente), refletindo a inibição de COX-1- e COX-2, 

dependente da produção de PGE2 no sistema de cultura de macrófagos peritoneais de ratos. Este 

https://botanyphoto.botanicalgarden.ubc.ca/2007/12/taiwania_cryptomerioides/
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resultado mostrou maior interação da taiwanina C com a COX-1 nos ensaios com a proteína 

isolada. 

Hong et al. (2008), avaliaram a produção de prostaglandina E2 (PGE2) em macrófagos 

peritoneais de ratos na presença de taiwanina C e analisaram seu mecanismo de ação. Os autores 

concluíram que a taiwanina C inibiu a produção de PGE2 por inibição direta da COX-1 e da 

COX-2. 

Lin et al. (2017) também relatam o potencial inibidor da expressão de COX-2 da 

taiwanina C em estudos com células de câncer oral T28 onde os níveis de COX-2 são 

anormalmente elevados. As modulações na expressão de proteínas relevantes foram 

determinadas para entender o mecanismo induzido pela taiwanina C para inibir a proliferação 

das células T28. Os níveis de EGFR e COX-2 ativados foram encontrados anormalmente 

elevados nas células cancerosas. No entanto, constatou-se que a taiwanina C inibiu a ativação 

de EGFR e regulou outras proteínas relacionadas a jusante e, assim, inibiu a proliferação de 

células T28. Em conclusão, os autores avaliam que a taiwanina C suprime COX2-EGFR e 

aumenta as vias de P27 para suprimir a proliferação de células de câncer oral induzida por 

arecolina via inativação de ERK1/2. 

Tsai et al. (2018), usaram uma linha celular tumoral T28 e uma linha celular não tumoral 

N28 derivada de modelos OSCC de camundongos para estudar o efeito da taiwanina C na 

expressão de COX-2 associada a PGE2 e reguladores do ciclo celular. No estudo realizado 

constatou-se que a expressão da proteína p21 foi ativada pela taiwanina C, que as proteínas 

regulatórias do ciclo celular foram reguladas negativamente, a apoptose foi elevada e o 

mecanismo de sobrevivência p-PI3K / p-Akt foi regulado negativamente em células de câncer 

oral T28. A partir dos resultados encontrados os autores enfatizaram o potencial terapêutico da 

taiwanina C contra o câncer oral induzido por arecolina. 

Como as COXs são enzimas chaves diretamente envolvidas na produção do TXA2 (Yuhki 

et al., 2011; Esteves et al., 2017) e que a taiwanina C tem potencial inibitório sobre as COXs 

essa lignana pode ser uma forte candidata para ensaios de atividade antiplaquetária.  

 Apesar de ser uma lignana de grande importância devido às suas propriedades biológicas 

ela é encontrada na T. cryptomerioides em diferentes quantidades, sendo que as maiores 

quantidade se encontram nas camadas mais interna do tronco que varia de 7 µg/g de madeira 

na camada SW até 95 µg/g de madeira na camada P (Figura 12). Portanto, a quantidade 

necessária da lignana para a realização de ensaios biológicas demandaria uma quantidade muito 
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grande de madeira o que devida à proteção da espécie tornaria esses estudos praticamente 

impossíveis de serem realizados, por isso a melhor maneira de se obter a taiwanina C é através 

da síntese total.   

 

Figura 12. Cones de crescimento e seção transversal coletados de um T. cryptomerioides de 30 

anos. SW, Sapwood – porção mais clara da madeira; TZ, zona de transição; hW-1, cerne 

externo; hW-2, cerne interno; P, medula 

 

Fonte: Tsao et al., 2015. 

 

1.10. Síntese da taiwanina C 

 

Muitas são as estratégias para a extração de metabólitos secundários de plantas, porém 

muitos destes são produzidos em pequenas quantidades o que dificulta a realização de ensaios 

in vivo. Desta forma, uma das estratégias para obtenção de metabolitos secundários em maior 

quantidade é a síntese parcial ou total da molécula alvo. Porém nem sempre é possível 

desenvolver rotas sintéticas que sejam efetivas e acessíveis. Além disso algumas moléculas 

possuem estruturas muito complexas com longas cadeias carbônicas, vários sistemas cíclicos e 

inúmeros centros assimétricos o que demanda uma síntese com muitas etapas e alto custo 

dificultando sua execução (Chang et al., 2000). 

No caso da taiwanina C a síntese total é uma das melhores opções, visto que sua extração 

da T. cryptomerioides foi proibida. Devido à sua raridade e crescimento lento, a T. 
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cryptomerioides é protegida legalmente nos locais onde ocorre tornando a extração legal da 

taiwanina C muito difícil (Thomas & Farjon, 2011).  

Desta forma, várias são as propostas de rotas sintéticas para a obtenção dessa lignana 

como as descritas por Cow et al. (2000), He et al. (2014), Park et al. (2014) e Park et al. (2020).  

Park et al. (2014), sintetizaram a taiwanina C depois de 7 etapas, obtendo rendimento 

global de 45%, porém contando somente as duas últimas etapas de reação. Essa síntese segundo 

os autores tem baixo rendimento na obtenção de alguns intermediários o que a torna menos 

eficiente (Esquema 1). 

 

 

 

Esquema 1. Síntese de taiwanina C por Park et al. (2014). Reagentes e condições: (a) PPh3, 

CBr4, CH2Cl2, rt (b) n-BuLi, THF, -78 oC, então ClCO2Me, -78 oC a rt (c) K2CO3, EtOH, rt (d) 

Trietil fosfonoacetato, NaH, THF, 0 oC (e) DIBAL-H, CH2Cl2, -78 oC; (f) DCC, CH2Cl2; (g) 

Ac2O, MW, 140 C; (h) DDQ. 
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Em outro estudo, He et al. (2014) desenvolveram um protocolo para a síntese total da 

taiwanina C partindo de 2-(feniletinil) benzonitrila, com rendimento de 42%, mas sem 

contabilizar o rendimento das etapas de preparo dos reagentes. Esta rota apesar de conter poucos 

passos é uma rota que envolve alguns reagentes de alto custo e por isso mais dispendiosa 

(Esquema 2). 

 

 

Esquema 2. Síntese da taiwanina C por He et al. (2014). (a) THF (b) NaNO2, HCl 0 oC (c) KI 

(d) Pd (OAc)2, PPh3, Cs2CO3, 1,4-dioxano. 

 

Outras rotas sintéticas desenvolvidas para a obtenção de lignanas arilnaftalênicas além de 

conter várias etapas reacionais fornecem a mistura da taiwanina C (18%) e da justicidina E 

(73%), seu retro isômero, como na rota descrita por Park et al. (2020) (Esquema 3).  
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Esquema 3. Síntese de lignanas arilnaftalênicas por Park et al. (2020). 

 

Devido à importância biológica dessa lignana, outros métodos de síntese tornam-se 

necessários visando a obtenção da taiwanina C de forma mais rápida e eficiente do que as 

metodologias descritas na literatura. 

Aliado à importância química dessa lignana, seu efeito sobre as COX torna esse composto 

um interessante alvo para a sua avaliação antiplaquetária.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

O objetivo do trabalho foi sintetizar a taiwanina C através de uma nova rota sintética e 

avaliar a atividade antiplaquetária utilizando ensaios in vitro com plaquetas humanas. 

 

2.2.   Objetivos específicos 

 

- Avaliar duas possíveis metodologias sintéticas para a obtenção da taiwanina C (Esquema 

4); 

- Avaliar a atividade da taiwanina C através de ensaios in vitro usando plaquetas humanas 

na presença dos agonistas ácido araquidônico e TRAP-6; 

- Estudar os mecanismos de ação da taiwanina C sobre as COXs e a proteína PAR-1, ambas 

envolvidas nas vias de ativação plaquetária, através de docking molecular. 

 

 

Esquema 4. Rotas sintéticas para obtenção da taiwanina C. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais 

 

Os reagentes e solventes foram adquiridos de fontes comerciais e usados sem purificação 

adicional. O ácido araquidônico (AA, cat.90010) e o receptor-mimético da trombina (TRAP-6, 

cat. 24125) foram fornecidos pela Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EUA). Todas as reações 

não aquosas foram realizadas sob condições anidras usando atmosfera de nitrogênio e solventes 

anidros da Sigma-Aldrich. Todas as reações assistidas por micro-ondas foram realizadas no 

reator Discover Reflux (CEM corporation, 200 W) com energia de irradiação contínua de 0 a 

200 W em vaso aberto. A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em placas de 

sílica gel 60F254 da Merck e visualizada por irradiação UV 365 nm. A cromatografia foi 

realizada em sílica gel 70-230 mesh (Merck) utilizando misturas de hexano e acetato de etila 

em diferentes proporções. Os espectros de RMN de 1H e 13C foram determinados em um 

espectrômetro Bruker ARX 400 ou 500 MHz em dimetilsulfóxido deuterado (DMSO d6) ou 

clorofórmio deuterado (CDCl3) usando o software de processamento de dados de RMN 

SpinWorks 4. Os valores de deslocamento químico (δ) estão em ppm, constantes de 

acoplamento (J) estão em Hz e os padrões de divisão de prótons são descritos como s (singleto), 

d (dupleto), dd (dupleto de dupletos), t (tripleto) e m (multipleto). A análise elementar foi 

realizada em um Analisador Elementar Thermo Scientific FlashSmart usando como padrão 2,5-

Bis (5-terc-butil-benzoxazol-2-il) tiofeno.  

 

3.2. Sínteses 

 

3.2.1. Rota sintética 1 

 

3.2.1.1. Metodologia de sínteses para obtenção do ácido (E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-

(metoxicarbonil)but-3-enoico (3) 
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A um balão de 50 ml adaptado com condensador de refluxo, agitação magnética e sob 

atmosfera de nitrogênio, foram adicionados 20 ml de metanol anidro e 1,8402 g (0,08 mol) de 

sódio metálico (pequenos pedaços por vez). Após completa dissolução do sódio metálico a 

solução foi refluxada e 15,476 g (0,106 mol) de succinato de dimetila foram adicionados. 

Depois de 15 minutos sob refluxo uma solução de 11,4004 g (0,076 mol) de piperonal em 15 

ml de metanol anidro foi adicionada ao frasco reacional. A reação foi acompanhada por 

cromatografia em camada delgada. Após 5 horas de aquecimento sob refluxo, a mistura 

reacional foi resfriada e acidificada com uma solução de HCl (6 M). O metanol foi evaporado 

sob pressão reduzida e o resíduo foi extraído com diclorometano. Extraiu-se a fase orgânica 

com solução aquosa de bicarbonato de sódio à 10% e acidificou-se a fase aquosa com ácido 

clorídrico concentrado até pH 1. Neste momento ocorreu a decantação de um óleo amarelo que 

foi extraído com diclorometano. A fase orgânica foi seca com sulfato de magnésio anidro e 

filtrada. A evaporação do solvente forneceu o produto como um sólido amarelo que foi 

purificado a partir de várias recristalizações em metanol. A estrutura foi determinada por RMN. 

 

3.2.1.2. Metodologia de síntese para obtenção do ácido 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-4-

metoxi-4-oxobutanóico (4) 

 

 

 

A uma autoclave de aço inox foram adicionados 2,5081 g (9,5 mmol) do ácido 3, 25 ml 

de metanol anidro e 0,1003 g de paládio sobre carvão (5%). A autoclave foi fechada e a 

suspensão submetida a 10 atm de H2 à temperatura ambiente sob agitação e, após 24 horas 

(CCD) foi filtrada através de celite e o solvente foi evaporado sob pressão reduzida. O óleo 

obtido foi dissolvido em metanol a quente e após resfriamento ocorreu a precipitação de um 
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sólido branco. Esse sólido foi filtrado e seco sob pressão reduzida. A estrutura foi determinada 

por RMN. 

 

3.2.1.3. Metodologia de síntese para a obtenção da 4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

ilmetil)diidrofuran-2(3H)-ona (5) 

 

 

 

Em um balão de 25 ml sob atmosfera de N2 foram adicionados 0,6781 g (2,55 mmol) do 

ácido 4, 15 ml de etanol absoluto, 1 gota de fenolftaleína e 0,146 g (2,6 mmol) de KOH. A 

mistura foi agitada por 15 minutos à temperatura ambiente até a viragem do indicador para o 

pH básico (coloração rosa) indicando a formação do sal. Em outro balão sob atmosfera de N2 

foram adicionados 0,6882 g (6,2 mmol) de CaCl2 e 50 ml de etanol absoluto, a seguir a mistura 

foi resfriada a -10oC e, vagarosamente, foram adicionados 0,3745 g (9,9 mmol) de NaBH4 

dissolvidos em 30 ml de etanol absoluto. A mistura reacional foi agitada a -10oC por 30 minutos 

e, depois disso, o sal de potássio do ácido 4 foi adicionado. A mistura reacional foi agitada à 

temperatura ambiente por 5 horas e então acidificada com uma solução de HCl (6 M). A esta 

mistura foi adicionada água destilada até que a solução se tornasse clara (20 ml). O etanol foi a 

seguir removido sob pressão reduzida e a fase aquosa extraída com diclorometano. As fases 

foram separadas e fase orgânica foi lavada com água, seca com sulfato de magnésio anidro e 

filtrada. O solvente foi removido sob pressão reduzida e o óleo obtido foi purificado por 

cromatografia em coluna de sílica gel, usando como eluente uma mistura de hexano: acetato de 

etila (7:3), fornecendo o produto como um óleo incolor. A estrutura foi determinada por RMN. 
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3.2.1.4. Metodologia de síntese para a obtenção da 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il(hidroxi)metil)-

4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)diidrofuran-2(3H)-ona (6) 

 

 

 

Em um balão de 25 ml sob atmosfera de nitrogênio e mantido a 0 oC, foram adicionados 

5 ml de THF anidro, 0,183g (1,82 mmol) de diisopropilamina e 1,2 ml de uma solução de n-

butil-lítio (1,5 M em n-hexano; 1,82 mmol). Após 15 minutos a solução foi resfriada a –78 oC 

e a seguir a ela foi adicionada uma solução de 0,2002 g (0,91 mmol) da lactona 5 dissolvida em 

1 ml de THF. Após a formação do enolato (1 hora de agitação), 0,136 g (0,91 mmol) de 

piperonal dissolvido em 2 ml THF foram adicionados à mistura reacional. A reação foi 

acompanhada por CCD constatando-se a formação de dois produtos com fator de retenção 

muito próximos após 4 horas de reação a -78 oC. A mistura reacional foi então tratada com 

solução saturada de NH4Cl e extraída com acetato de etila. As fases foram separadas e a fase 

orgânica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e o solvente removido sob pressão 

reduzida para a obtenção de um óleo amarelo que foi purificado por cromatografia em coluna 

de sílica gel usando como eluente uma mistura de acetato de etila: hexano (6:4). Foram obtidos 

2 isômeros que foram separados por recristalização em metanol. O isômero sólido obtido após 

recristalização teve sua estrutura determinada por RMN. 

 

3.2.1.5. Metodologia de síntese para a obtenção da 5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-

5,5a,8,8a,9,9a-hexahidrofuro[3',4':6,7]nafto [2,3-d][1,3]dioxol-6(4aH)-ona (7) 
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A um balão de 5 ml de fundo redondo contendo 0,0500 g (0,135 mmol) do composto 6 

(mistura dos isômeros) foram adicionados 2 ml de CF3CO2H. A reação foi acompanhada por 

CCD e após 12 h de agitação à temperatura ambiente o solvente foi removido e o resíduo lavado 

com hexano: acetato de etila (8: 2). A estrutura do produto obtido após purificação foi 

determinada por RMN. 

 

3.2.2.6. Metodologia de síntese para a obtenção da taiwanina C 

 

 

A um balão de fundo redondo de 5 ml contendo o 0,035 g (0,10 mmol) do composto 7 e 

3 ml de etanol absoluto foram adicionados 4 equivalentes de DDQ. A mistura reacional foi 

aquecida a refluxo em micro-ondas (potência 200 W) e acompanhada por CCD. Após 1,5 h sob 

refluxo o solvente foi removido e o resíduo submetido à cromatografia em coluna de sílica gel 

usando como eluente a mistura hexano: acetato de etila (8: 2). O produto obtido após purificação 

teve sua estrutura elucidada por RMN. 
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3.2.2. Rota sintética 2 

 

3.2.2.1. Metodologia de sínteses para obtenção da (E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

ilmetileno)diidrofuran-2(3H)-ona (8) 

 

 

 

Em um balão de 25 ml sob agitação magnética e atmosfera de nitrogênio, foi adicionada 

uma solução de 0,3276 g (1,3 mmol) do ácido 3 em etanol absoluto (8 ml), 1 gota de 

fenolftaleína e então 0,0728 g de KOH (1,3 mmol). Esta mistura foi agitada por 15 minutos à 

temperatura ambiente até a viragem do indicador para o pH básico (coloração avermelhada) 

indicando a formação do sal do ácido 3. Em outro balão provido de funil de adição sob 

atmosfera de nitrogênio foram adicionados 0,346 g (3,1 mmol) de CaCl2 e 25 ml de etanol 

absoluto, a mistura foi resfriada a -10 oC e, vagarosamente, adicionou-se uma solução de 

0,3735g (4.8 mmol) de NaBH4 em 20 ml de etanol absoluto. A mistura reacional foi agitada a 

-10 oC por 30 minutos e, depois disso, adicionou-se o sal de potássio do ácido 3. A mistura 

reacional foi agitada a temperatura ambiente por 5 horas e então acidificada com uma solução 

de HCl (6 M) e agitada por mais 15 minutos, para promover a formação da lactona 8. Água 

destilada foi adicionada até a solução se tornar clara e a seguir o etanol foi removido sob pressão 

reduzida. A fase aquosa foi extraída com diclorometano, o extrato orgânico foi lavado com água 

e seco com sulfato de magnésio anidro. O solvente foi removido sob pressão reduzida e o óleo 

obtido foi utilizado na etapa seguinte sem purificação. Parte desse composto foi purificado por 

cromatografia em coluna de sílica gel usando como eluente a mistura de hexano acetato de etila 

(8:2) para confirmação da estrutura por RMN. 

 

3.2.1.3. Metodologia de sínteses para obtenção da (Z)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

il(hidroxi)metil)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)diidrofuran-2(3H)-ona (9) 
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 Em um balão de 25 ml, sob agitação magnética a 0 oC e atmosfera de nitrogênio, foram 

adicionados 5 ml de THF anidro, 0,183g (1,82 mmol) de diisopropilamina e 1,2 ml de uma 

solução de n-butil-lítio (1,5 M em n-hexano; 1,82 mmol). Esta mistura foi agitada por 15 

minutos e em seguida resfriada a –78 oC seguida pela adição de uma solução de 0,1981 g (0,91 

mmol) da lactona 8 em 1 ml de THF anidro. Após 1 h de agitação foi adicionada uma solução 

de 0,1362 g (0,91 mmol) de piperonal (2) em 2 ml de THF. A reação foi acompanhada por CCD 

e mantida a –78 oC por 4 horas. A seguir a reação foi tratada com solução saturada de NH4Cl, 

e a mistura extraída com acetato de etila, os extratos orgânicos foram combinados, secos com 

sulfato de magnésio anidro. Após a evaporação do solvente sob pressão reduzida obteve-se um 

resíduo na forma de óleo amarelo, que foi utilizado posteriormente sem purificação.  

 

3.2.1.4. Metodologia de síntese para obtenção da taiwanina C 

 

 

 

A um balão de fundo redondo de 5 ml contendo 0,0500 g do composto 9 (0,135 mmol) 

foram adicionados 2 ml de CF3CO2H. A mistura foi agitada e acompanhada por CCD e após 

12 h o solvente foi removido em rotaevaporador. O resíduo obtido foi purificado por lavagem 

com a mistura de hexano: acetato de etila em várias proporções. Esse sólido teve sua estrutura 

confirmada por RMN. Para a reação de obtenção da taiwanina C a mesma reação foi realizada 
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entre o composto 9 e o CF3CO2H, porém o produto obtido não foi purificado após as 12 h de 

reação e a esse frasco reacional foi adicionado sob agitação à temperatura ambiente 0,0501g 

(0,2 mmol) de p-cloranil. A reação foi mantida sob agitação à temperatura ambiente e após 

constatação do consumo do material por CCD (12h) o solvente foi removido e o resíduo lavado 

com hexano: acetato de etila (8: 2). A confirmação da estrutura foi realizada por RMN. 

 

3.3. Ensaios biológicos 

 

3.3.1. Participantes 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Seres Humanos da Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP) (Número do Protocolo: 12898919.8.0000.5404). Os 

critérios de inclusão foram: voluntários saudáveis do sexo masculino e feminino, com idades 

entre 25 e 35 anos, que não apresentavam doenças crônicas ou usavam qualquer medicamento 

por pelo menos 10 dias antes do experimento. Critérios de exclusão: voluntários que declararam 

alguma doença crônica e / ou uso de algum medicamento pelo menos 10 dias antes do 

experimento e / ou fumantes e / ou que não assinaram o termo de consentimento. Todos os 

participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, e a pesquisa foi conduzida 

de acordo com a Declaração de Helsinque revisada em 2008. Os voluntários, que não receberam 

nenhum medicamento 10 dias antes do experimento, foram recrutados e, aproximadamente, 30 

mL de sangue foram coletados para obter plasma rico em plaquetas (PRP) para os ensaios 

experimentais. 

 

3.3.2. Preparação de plasma rico em plaquetas 

 

O sangue foi retirado dos voluntários por flebotomia (agulha 21G × 1½ ′ ′) em citrato de 

sódio 3,8% (9: 1 v / v). Plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugação de sangue 

total a 400 x g por 12 min à temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e o precipitado 

centrifugado a 800 x g por 12 min para obter o plasma pobre em plaquetas (PPP) usado para 

calibrar o agregômetro (Honaiser et al., 2021). 
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3.3.3. Design experimental 

 

A agregação plaquetária (200 µL) foi realizada com um agregômetro óptico (Profler, 8 

canais PAP-8 V2.0 óptico. Bio-Data Corporation, Horsham, PA, EUA) a 37 oC usando PRP em 

cubetas de vidro contendo uma barra de agitação descartável para agitação constante. O PRP 

foi pré-incubado por 10 min com a taiwanina C (0,003–100 µM) ou seu veículo DMSO (a 

concentração final não excedeu 1%). A agregação plaquetária foi realizada em plaquetas 

estimuladas com ácido araquidônico (AA - 500 μM) ou receptor de trombina mimético TRAP-

6 (25 µM). Indometacina foi usada como controle positivo na concentração de 10 M (Honaiser 

et al., 2021). 

 

3.4. Análise Estatística 

 

Os dados foram analisados usando o software GraphPad PRISM 4.0 (San Diego, CA, 

EUA). A significância estatística foi calculada usando ANOVA seguida pelo teste de Tukey 

para comparar os tratamentos. Os resultados são expressos como a média ± erro padrão da 

média (SEM). As diferenças foram consideradas significativas para valores de p < 0,05. Para 

estudos de agregação, a porcentagem máxima de agregação foi usada para análise de dados; os 

valores de CI50 foram determinados por um modelo de inclinação variável de análise de 

regressão não linear. 

 

3.5. Docking molecular 

 

Estudos de docking molecular dos complexos proteína-taiwanina C, proteína-

indometacina e proteína-vorapaxar foram realizados com o software GOLD 5.3 usando 

algoritmos de busca baseados em teorias originalmente postuladas nos campos da genética 

natural e evolução biológica (Jones et al., 1995; Jones et al., 1997; Verdonk et al., 2003). Os 

locais de ligação dos ligantes foram calculados usando o programa Discovery Studio 2021. As 

estruturas cristalográficas do PDB dos complexos celecoxib-COX-1 (3KK6), rofecoxib-COX-

2 (5KIR) e vorapaxar-PAR-1 (3VW7) foram utilizadas para validar as análises. As proteínas 

COX-1, COX-2 e PAR-1 foram preparadas excluindo moléculas de água e outros ligantes, 

seguido da adição de hidrogênio polar. A modelagem de homologia para COX-1 (3KK6) foi 
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realizada previamente, com o auxílio dos programas MUSCLE e SWISSMODEL, processo que 

não foi necessário para COX-2 e PAR-1, uma vez que as estruturas cristalográficas dessas duas 

proteínas são humanas. Os resultados observados para COX-1 (0,74% e 63%, respectivamente) 

validam o modelo construído. Os cálculos foram realizados pela função de pontuação 

CHEMPLP, e as matrizes de melhor pontuação foram selecionadas para análise de pose. Os 

fichários foram preparados no programa Chemdraw e sua carga calculada no Discovery Studio 

2021.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Sínteses 

 

4.1.1. Rota sintética 1 

 

Pela rota sintética 1 (Esquema 5) a taiwanina C foi obtida após 5 etapas sendo a primeira 

delas a reação de Stobbe entre piperonal (2) e succinato de metila (1).  

 

Esquema 5. Obtenção da taiwanina C pela rota sintética 1. 

 

A reação de Stobbe gera um intermediário sintético não isolável que se rearranja para a 

formação do ácido insaturado 3 que foi obtido em rendimento de 87% (Esquema 5). 
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Esquema 6. Mecanismo de formação do ácido insaturado 3. 

 

A estrutura do ácido 3 foi confirmada por analises de RMN de 1H e 13C.  

 

 

O sinal largo em 8,8 ppm foi atribuído ao próton da hidroxila do grupo carboxila. O 

singleto em 7,82 ppm corresponde ao próton vinílico e o multipleto no intervalo de 6,93-6,83 

ppm corresponde aos prótons aromáticos. O singleto em 6,0 ppm integrando para 2H 
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corresponde aos prótons do CH2 do grupo metilenodioxi ligado ao anel aromático. Em 3,68 

ppm aparece o singleto relativo aos 3H do grupo CH3 do grupo éster. O sinal em campo mais 

alto foi atribuído aos prótons do grupo CH2 vizinho à carboxila. No espectro de 13C os sinais 

em campo mais baixo são os da carbonila da carboxila em 176,4 ppm e da carbonila do grupo 

éster 168,1 ppm. O sinal em 148,5 ppm corresponde aos carbonos quaternários do anel 

aromático ligados aos oxigênios do grupo metilenodioxi. O sinal em 142,4 ppm corresponde 

CH da ligação dupla e em 123,6 ppm ao carbono quaternário da ligação dupla. Os sinais no 

intervalo de 124 a 101,4 ppm corresponde aos prótons do anel aromático. O sinal em 96,1 ppm 

corresponde ao carbono do CH2 do grupo metilenodioxi e aparece invertido no DEPT-135, 

assim como o sinal em 33,6 ppm, que corresponde ao carbono do CH2 vizinho à carboxila. O 

sinal em 52,4 ppm corresponde ao carbono do grupo CH3 do éster. 

Após identificação o ácido 3 foi hidrogenado e forneceu o ácido saturado 4 em 

rendimento de 92%. A identificação estrutural de 4 foi feita com base nos espectros de RMN 

de 1H pelo aparecimento dos sinais relativos aos prótons do grupo CH2 e do CH gerados pela 

adição de hidrogênio à ligação dupla. O sinal dos prótons dos dois grupos grupo CH2 aparecem 

duplos dupletos em 2,97ppm, 2,70 ppm, 2,67 ppm e 2,45 ppm, enquanto o sinal relativo ao 

próton ligado ao carbono (CH) vizinho à carbonila do éster aparece como um multipleto em 

3,08-3,01 ppm. Os espectros de carbono confirmam a estrutura pelo surgimento de um sinal 

invertido no DEPT 135 equivalente ao CH2 benzílico e ausência dos sinais relativos a carbonos 

de ligação dupla. 

O ácido 4 então em reação com KOH/ etanol fornece o respectivo sal que tem a carbonila 

do éster reduzido a álcool pela reação com Ca (BH4)2 (gerado in situ). A etapa seguinte de 

acidificação com HCl, para formação do anel butirolactônico, foi repetida várias vezes até se 

chegar as melhores condições. Após todas as etapas de reação a lactona 5 foi obtida em 

rendimento de 70%. Essa é uma reação bastante sensível à qualidade dos reagentes e ao tempo 

reacional. Os solventes e reagentes devem estar extremamente secos e deve ser feita sob 

atmosfera de N2. O espectro de RMN de 1H da lactona 5 mostra os sinais dos prótons aromáticos 

H5’ como um dupleto em 6,75 ppm com Jorto de 7,8 Hz, H2’ em 6,65 ppm como um dupleto 

com J meta de 1,3 Hz e H6’ como um duplo dupleto em 6,60 ppm com J de 7,8 Hz e 1,3 Hz. O 

singleto em 6,00 ppm corresponde aos H10’ do grupo metilenodioxi. O duplo dupleto em 4,35 

ppm corresponde ao H9’a e o outro duplo dupleto em 4,05 ppm ao H9’b. O multipleto em 2,8 

ppm corresponde a H8’ acoplando com H7’, H9’ e H8. O dupleto em 2,71 ppm pertence ao 
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H8a e o outro em 2,69 ppm ao H8b’. Os H7’a e H7’b acoplam entre si e também com H8’ 

originado duplos dupletos que aprecem em 2,60 ppm e 2,25 ppm. O espectro de RMN de 13C 

confirma a estrutura pela presença apenas da carbonila da lactona em 177,4 ppm, o sinal em 

72,9 ppm alternado no DEPT 135 indicando CH2 a associação desses dados de RMN confirma 

a estrutura de 5 (Anexo B).  

O enolato da lactona 5, gerado pela reação com LDA, após reação com piperonal forneceu 

a mistura de diasteroisomeros 6 em rendimento de 89%. Os diasteroisomeros 6 foram separados 

por recristalização em metanol, apenas para facilitar a caracterização por RMN, sendo um deles 

um sólido e outro um óleo viscoso, A caracterização por RMN foi feita com isômero sólido 

(Anexo B). A reação de condensação do anel lactônico de 5 com a carbonila do piperonal dá 

origem ao carbono carbinólico 7. No espectro de RMN de 1H é possível verificar a presença do 

próton ligado a esse carbono pelo dupleto em 5,20 ppm que surge do acoplamento de H7 com 

H8 com um J de 3,0 Hz que demonstra uma configuração cis entre esses prótons. A presença 

de C7 foi também confirmada no espectro de RMN de 13C em 72,3 ppm. A presença do segundo 

anel aromático também foi confirmada tanto nos espectros de RMN de 1H quanto de 13C (Anexo 

B, Figuras 29-33). Na etapa seguinte para ciclização os dois diasteroisômeros foram utilizados, 

visto que a estereoquímica não afeta de forma significante essa reação. Desta forma, a mistura 

de diastereoisômeros 6 após reação com TFA forneceu a lignana ariltetralínica 7 em 90% de 

rendimento. A estrutura de 7 foi determinada com base nos principais sinais dos espectros de 

RMN de 1H e 13C. Nessa reação o C6’ ataca o carbono carbinólico 7 (protonação com TFA) 

com a saída de água e fechamento do anel de 6 membros. No espectro de RMN de 1H é possível 

ver a diferença de deslocamento do dupleto de H7 no material de partida de 5,20 ppm para 4,04 

ppm indicando a saída do grupo OH. É possível verificar que a estereoquímica de H7 em relação 

a H8 no produto 7 é agora trans devido ao valor de J de 11 Hz. Os demais sinais nos espectros 

sofreram leves alterações de deslocamento (Anexo B, Figuras 34-36). 

  O composto 7 foi então oxidado com 4 equivalentes de DDQ para produzir a taiwanina 

C em rendimento de 90%. Através desta rota sintética a taiwanina C foi obtida em rendimento 

global de 40,4%. O espectro de RMN de 1H mostra um espectro bem mais simples do que o do 

material de partida 7, apresentando apenas os sinais relativos a prótons aromáticos, os singletos 

dos CH2 dos grupos metilenodioxi e o singleto referente ao CH2 do anel lactônico, o que indica 

que a reação com DDQ promoveu a aromatização do anel de 6 membros. No espectro de próton 

(Figuras 13-15) é possível observar singletos em 7,94 ppm e 7,53 ppm correspondendo 
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respectivamente aos H8’ e H5’, em 7,04 o dupleto com J de 7,9 Hz corresponde ao H5 em 

acoplamento com H6. Em 6,89 ppm o singleto corresponde ao H2’ e o dupleto em 6,88 ppm ao 

H2 em acoplamento com H6. O duplo dupleto em 6,75 ppm foi atribuído ao H6 em acoplamento 

com H5 e H2, respectivamente com J de 7,9 Hz e 1,6 Hz. Na sequência no intervalo de 6,19 - 

6,11 ppm aparecem uma serie de 4 singletos largos referentes ao H10a, H10b, H10’a e H10’b. 

O singleto em 5,43 ppm é referente os prótons do grupo CH2 do anel lactônico. 

 

Figura 13. Espectro de RMN de 1H da taiwnina C em DMSO-d6 
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Figura 14. Ampliação do espectro RMN de 1H da taiwanina C no intervalo de 8 a 6 ppm dos 

sinais referentes aos H dos grupos metilenodioxi 

 

 

 

 

Figura 15. Ampliação do espectro RMN de 1H da taiwanina C no intervalo de 8 a 6 ppm dos 

sinais referentes aos H aromáticos 
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Os sinais do espectro de RMN de 13C (Figura 16) assim como no espectro de RMN de 1H 

confirmam a estrutura da taiwanina C. Os principais sinais no espectro de 13C são aqueles 

referentes à carbonila da lactona em 169,2 ppm, os sinais no intervalo de 149,57 a 146,9 ppm 

que correspondem a C3, C3’, C4 e C4’, os sinais em 101,1 ppm e 102,0 ppm, são referentes aos 

C10 e C10’ e o sinal em 67,9 ppm referente ao C9. Os sinais no DEPT-135 (Figura 17) ajudam 

a confirmar a estrutura da taiwanina C, onde os sinais que apareciam no espectro de 13C no 

intervalo de 140 ppm a 129 ppm não aparecem, portanto, são dos carbonos quaternários (C7’, 

C8’, C8, C1, C1’ C6). Os sinais no intervalo de 110 ppm a 104 ppm são de C-H (C5’, C6’, C2’, 

C5 e C2), os sinais em 102,2 ppm e 101,6 ppm são de CH2 (C10 e C10’) e o sinal em 68,3 ppm 

também de CH2 (C9). 

 

Figura 16. Espectro de RMN de 13C da taiwanina C em DMSO-d6 
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Figura 17. DEPT-135 da taiwanina C em DMSO-d6 

 

 

Os dados de RMN dos compostos obtidos são apresentados na Tabela 2 e os espectros no 

Anexo B. 

 

Tabela 2. Dados de caracterização por RMN e rendimento (%) dos compostos obtidos pela rota 

sintética 1 

Compostos 1H RMN (400 MHz) , J 

(Hz) 

13C RMN (100 MHz)   (%) 

 

(CDCl3):  8,8 (sl, O-H) 

7,82 (s, H7’); 6,93-6,83 

(m, H2’, H5’, H6’); 6,0 

(s, 2H10’); 3,68 (s, 3H 

(CH3)); 3,59 (s, H8). 

(CDCl3):  176,4 (C9); 

168,1 (C9’); 148,5 

(C3’); 148,5 (C4’; 

142,4 (C7’); 128,5 

(C8’); 124,0 (C1’); 

123,6 (C6’); 109,1 

(C2’); 108,6 (C5’); 

101,4 (C10’); 52,4 (O-

CH3); 33,6 (C8) 

87 
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(CDCl3):  6,72 (d, H5’; 

J=7,8); 6,64 (d, H2’; 

J=1,6); 6,59 (dd, H6’; J= 

7,8; J=1,6); 5,93 (s,  

H10’); 3,68 (s, 3H -CH3); 

3,01-3,08 (m, H8’); 2,97 

(dd, H7’a; J=13,0; J=6,0); 

2,70 (dd, H7’b; J=13,0; 

J=9,0); 2,67 (dd, H8a; J= 

17,0; J=9,0); 2,45 (dd, 

H8b; J=17,0; J=5,0). 

(CDCl3):  177,4 

(C9’); 174,4 (C9); 

147,8 (C3’); 146,4 

(C4’); 131,6 (C1’); 

122,0 (C6’); 109,2 

(C2’); 108,3 (C5’); 

100,9 (C10’); 52,0 

(OCH3); 42,9 (C8’); 

37,3 (C7’); 34,5 (C8’) 

92 

 

(CDCl3):  6,75 (d, H5’; J 

= 7,8); 6,65 (d, H2’, 

J=1,3); 6,60 (dd, H6’; 

J=7,8; e 1,3); 6,00 (s, 

H10’); 4,35 (dd, H9a’; 

J=9,1; J=6,8); 4,05 (dd, 

H9’b; J=9,1; J=6,1); 2,8 

(m, H8’); 2,71 (d, H8a, 

J=4,3); 2,69 (d, H8b’, 

J=2,7); 2,60 (dd, H7’a; 

J=17,4; J=8,1); 2,25 (dd, 

H7’b; J=17,4; J=7,1). 

(CDCl3):  177,4 (C9); 

148,3 (C3’); 146,8 

(C4’); 132,3 (C1’); 

122,0 (C6’); 109,3 

(C2’); 108,8 (C5’); 

101,4 (C10’); 72,9 

(C9); 38,9 (C7’); 37,7 

(C8); 34,5 (C8’). 

 

70 

 

(CDCl3):  6,65 (s, 3H 

(H2’, H5’ H6’); 6,55 (d, 

H5 , J= 7,8); 6,28 (dd, 

H6, J= 1,7; J = 7,8); 6,24 

(d, H2, J= 1,7); 5,90 (d, 

H10a, J=1,5 Hz);  5,89 

(d, H10b, J=1,5); 5,85 (d, 

H10’a, J=1,5); 5,83 (d, 

H10’b, J=1,5); 5,20 (d, 

(CDCl3):  178,5 (C9); 

148,3 (C3); 148,1 

(C3’); 147,4 (C4); 

146,6 (C4’); 135,3 

(C1); 131,9 (C1’) 

121,9 (C6 e C6’); 

109,1 (C2 e C2’); 

108,5 (C5 e C5’); 

101,6 (C10); 101,4 

89 
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H7, J= 3,0), 4,26 (dd, 

H9’a, J = 8,8; J = 7,8), 

3,88 (dd, H9’b, J = 8,8; J 

= 5,8); 2,72 (m, H8’ ); 

2,51 (dd, H8, J = 6,3; J = 

3,0); 2,36 (dd, H7’a, J = 

13,9; J = 8,1); 2,22 (dd, 

H7’b, J = 13,9; J = 7,8), 

1,70-1,30 (sl, H-O). 

(C10’); 73,1 (C9’); 

72,3 (C7); 53,1 (C8); 

39,8 (C8’); 36,8 (C7’). 

 

 

(CDCl3):  6,78 (sl, 2H); 

6,58 (sl, 2H)); 6,32 (sl, 

1H); 5,96-5,91 (m, 2H); 

5,89-5,66 (m, 2H); 4,51 

(dd, 1H, J = 6,5 e 8,5); 

4,04 (dl, 1H, J = 11,0); 

3,97 (1H, dd, J = 8,5 e 

10,5); 3,00-2,84 (m, 2H), 

2,66-2,53 (m, 1H); 2,48 

(dd, 1H, J = 11,0 e 13,5). 

(CDCl3):  174,5 (C9); 

146,8 (C3 e C3’); 

145,7 (C4); 145,5 

(C4’); 135,9 (C1); 

131,7 (C6’); 126,8 

(C1’); 122,1 (C6); 

109,0 (C2); 108,1 

(C5); 107.5 (C5’); 

107,2 (C2’); 100,1 

(C10); 100,0 (C10’); 

70,0 (C9’); 46,8 (C7); 

45,1 (C8); 39,0 (C8’); 

32,5 (C7). 

90 

 

(DMSO d6):  7,94 (s, 

H8’); 7,53 (s, H5’); 7,04 

(d, H5, J = 7,9); 6,89 (s, 

H2’); 6,88 (d, H2, J = 

1,6); 6,75 (dd, H6, J = 7,9 

e 1,6); 6.19 (Sl, H10a); 

6,18 (sl, H10b); 6,14 (sl, 

H10’a); 6,11 (sl, H10’b); 

5,43 (s, 2H9’).  

(DMSO d6):  169,2 

(C9); 149,5 (C3 e 

C3’); 148,4 (C4); 

146,9 (C4’); 140,2 

(C1’); 138,6 (C7); 

134,2 (C6’); 129,3 

(C1); 128,3 (C8’); 

123,3 (C8); 119,5 

(C6); 118,4 (C7’); 

110,4 (C2); 107,5 

90 
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Análise elementar: 

calculado para C20H12O6: 

C, 68,97; H, 3,47; O, 

27,56. Encontrado: C, 

68,78 H, 3,56; O, 27,66. 

(C5); 103,7 (C5’); 

102,1 (C2’); 102,0 

(C10); 101,1 (C10’); 

67,9 (C9’). 

 

 

4.1.2. Rota sintética 2 

 

Na rota sintética 2 (Esquema 7), o ácido 3 foi submetido a redução com Ca(BH4)2 gerado 

in situ para a obtenção da lactona insaturada 8 em 84% de rendimento (determinado por CG-

MS). A obtenção da lactona 8 é o passo chave no desenvolvimento dessa rota sintética, onde a 

localização da ligação dupla (exocíclica) é estratégica e, portanto, não pode isomerizar para 

dentro do anel lactônico. 

 

Esquema 7. Obtenção do taiwanina C pela rota sintética 2. 
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Várias tentativas de purificar essa lactona foram realizadas, porém o uso da cromatografia 

em coluna usando sílica gel ou alumina favorece a conversão da ligação dupla exocíclica em 

endocíclica com a obtenção da mistura de isômeros (Figura 18).  

A isomerização da ligação dupla compromete a formação do enolato para a etapa 

posterior, por isso a lactona 8 foi utilizada na etapa seguinte sem purificação. A purificação em 

sílica gel foi realizada apenas para a caracterização. No espectro de RMN de 1H (Figura 18) é 

possível verificar a presença de pares de sinais que são relativos aos isômeros 8 e 8a. O 

multipleto em 6,86-6,67 ppm corresponde aos prótons aromáticos. O singleto em 6,39 ppm 

corresponde ao H2 e o singleto em 6,02 ppm aos prótons do grupo metilenodioxi do isômero 8. 

O dupleto em 5,03 corresponde ao H3 e o dupleto em 3,47 ppm ao H1 ambos do isômero 8. 

 

Figura 18. Espectro de RMN de 1H da lactona 8 em mistura com o isômero 8a após purificação 

 

 

 

A comparação entre as integrais dos sinais dos prótons do isômero 8 em relação aos 

sinais do isômero 8a mostram que eles estão na proporção de 1:1. Porem essa proporção só é 

obtida quando, como já mencionado, ocorre purificação por cromatografia em coluna de sílica 

gel. Quando a reação para a obtenção de 8 termina é possível observar apenas um produto na 

CCD, enquanto após coluna de sílica gel são observados os dois isômeros com Rfs próximos. 

Seguindo a rota 2, a reação de 8 com LDA forneceu o enolato correspondente que reagiu 

então com piperonal produzindo o composto 9 em rendimento de 82% (determinado por CG-
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MS) como uma mistura disteroisomérica. A mistura de diasteroisomeros 9 em reação com TFA 

e p-cloranil forneceu a taiwanina C em rendimento de 87%. Nesta reação ocorre incialmente a 

formação de um intermediário cíclico insaturado 10, pela reação com TFA, que pode ser 

observado por CCD. Este intermediário em seguida sofre oxidação pela perda do hidrogênio 

benzílico promovida pelo p-cloranil com consequente aromatização produzindo a taiwanina C. 

O intermediário 10 foi isolado por cromatografia em coluna de sílica gel somente para 

confirmação da estrutura, mas o uso da sílica pode ser responsável pela obtenção do composto 

cíclico com a ligação dupla endocíclica como observado nos espectros, ou seja, houve 

isomerização, porém, essa isomerização não afetaria a obtenção da taiwanina C a partir de 10.  

A taiwanina C sintetizada através da sintética 2 foi obtida em rendimento global de 52,1% 

considerando todas as etapas descritas no esquema 7. 

Os compostos purificados obtidos via rota sintética 2 tiveram as estruturas confirmadas 

por análises de RMN (Tabela 3). Os espectros de RMN dos compostos sintetizados são 

apresentados no Anexo C. Os dados de caracterização dos composto 3 e da taiwanina C já foram 

apresentados na tabela 2. 

 

Tabela 3. Dados de caracterização por RMN e rendimento (%) dos compostos obtidos pela rota 

sintética 2 

Compostos 1H RMN  (CDCl3), J (Hz) 13C RMN  (CDCl3) Rendimento (%) 

 

(400 MHz, CDCl3)  6,86-

6,67 (m, 3H); 6,39 (s, H2); 

6,02 (s, H7’); 5,03 (d, H3, 

J=1,5 Hz); 3,47 (d, H1, 

J=1,5 Hz). 

(100 MHz, CDCl3)  

175,3 (C=O); 148,0 

(C3’); 147,2 (C4’); 

129,8 (C4); 127,8 

(C1’); 123,8 (C2’); 

116,6 (C6’); 109,0 

(C2’); 108,6 (C5’); 

101,3 (C7’); 73,3 

(C3); 35,0 (C1). 

82 
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(500 MHz, CDCl3)  6,76 - 

6,68 (m, H2, H5 e H6); 6,59 

(s, H2’); 6,52 (s, H5’); 5,94 

(s, H10a); 5,91 (s, H10b); 

5,89 (s, H10’b); 5,88 (s, 

H10’a); 4,89 (d, H9’a, J = 17 

); 4,82 (d, H9’b, J = 17); 

4,77 (sl, H7); 3,87 (dd, 

H7’a, J = 4,2 e 22); 3,66 (dd, 

H7’b, J = 4,2 e 22) 

 

(125 MHz, CDCl3): 

    (C) 

 (C')  (C3) 

 (C3')  (C4

)  (C4')  

(C1)  (C1') 

 (C8)  (C6)

  (C6)  (

C2’)  (C2) 

 (C5') (C5

)  (C) 

 (C10')  (C9') 

 (C)  (C7') 

Intermediário 

não isolado 

durante a reação 

 

Comparando-se as duas rotas propostas, a rota 2 é mais interessante, pois além de 

apresentar menor número de etapas, as reações são mais limpas, o que torna desnecessária a 

purificação de alguns intermediários.  

Os resultados obtidos mostram que ambas as rotas desenvolvidas no trabalho são 

superiores àquelas descritas na literatura por envolverem um menor número de etapas, uso de 

reagentes mais acessíveis tanto em relação às fontes de obtenção (comerciais) quanto ao custo, 

além de reações mais limpas o que permite etapas de purificação mais simples. 

As duas rotas sintética podem ser aplicadas à obtenção da taiwanina C em substituição ao 

processo de extração, pois para a obtenção de 100 mg de taiwanina C por extração seria 

necessário cerca de 1Kg de madeira (parte mais interna do tronco) o que corresponderia a 0,01% 

de rendimento e o corte da planta. Desta forma, a síntese traz a vantagem de maior rendimento 

e menos trabalho devido ao longo processo de extração, além disso ainda contribui para a 

preservação da espécie.  
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4.2. Ensaios biológicos 

 

Para investigar o papel da taiwanina C na agregação plaquetária in vitro, examinamos a 

ativação plaquetária induzida pelo agonista ácido araquidônico que atua diretamente na via da 

ciclooxigenase 1 nas plaquetas. Na presença somente do AA ou DMSO ocorreu 90 % de agregação 

plaquetária, assim como quando as plaquetas foram expostas à taiwanina C em concentrações de 

0,03 -0,1 µM, porém quando a concentração é aumentada para 0,3 M começa a haver inibição 

significativa em comparação com o controle DMSO (p<0,05). A partir de 1 µM a inibição da 

agregação chega a ser de 100 %, ou seja, a taiwanina C impede a agregação plaquetária de maneira 

dose-dependente com um CI50 de 0,46 M após a exposição de PRP humano ao AA (Figura 19). 

 

Figura 19. Efeito inibidor da taiwanina C na agregação plaquetária humana in vitro. As 

plaquetas foram incubadas com taiwanina C (0,003 - 100 μM) por 10 min, seguida de ativação 

com AA 500 μM. Os dados representam os valores médios ± SEM; N = 5–7 indivíduos. #p < 

<0,05 em comparação ao grupo AA; * p <0,05 em comparação com o grupo veículo. AA: ácido 

araquidônico, VE: veículo (DMSO 1%), CTL: indometacina na concentração de 10 M 
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Este estudo, também foi realizado com o agonista TRAP-6, receptor de trombina, para 

investigar se a inibição observada seria apenas via COX-1 ou através da via da PAR-1. O 

TRAP-6 age como um agonista do receptor PAR-1 induzindo a agregação plaquetária. A Figura 

20 mostra as curvas representativas da agregação plaquetária em resposta ao TRAP-6 na 

presença da taiwanina C. Similarmente ao AA, a taiwanina C inibiu substancialmente a 

agregação plaquetária induzida por TRAP-6 com CI50 de 0,56 M. A agregação plaquetária foi 

atenuada significativamente pela taiwanina C a partir de 1 µM e na concentração de 10 µM o 

valor da inibição foi de 84,7 ± 7,4%, enquanto o fármaco de referência, indometacina, 

apresentou 57% ± 7,0 de inibição da agregação plaquetária na mesma concentração. 

 

Figura 20. Efeito inibidor da taiwanina C na agregação plaquetária humana in vitro. As 

plaquetas foram incubadas com taiwanina C (0,003 - 100 μM) por 10 min, seguido pela ativação 

com TRAP-6 (25 μM). Os dados representam os valores médios ± SEM; N = 5–7 indivíduos. 

#p <0,05 em comparação com o grupo TRAP-6; * p <0,05 em comparação com o grupo veículo. 

VE: Veículo (DMSO 1%), CTL: indometacina na concentração de 10 M 
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Nos ensaios biológicos os resultados demonstram que a taiwanina C é um composto 

bioativo que exibe atividade antiplaquetária na presença dos agonistas AA e TRAP-6. A 

taiwanina C, como previamente demonstrado, foi capaz de inibir a atividade da COX-1, uma 

enzima chave no metabolismo do AA, resultando na diminuição da produção de tromboxano 

nas respostas plaquetárias (Lee et al., 2005).  

Além de inibir a agregação plaquetária via COX-1, nossos estudos com o TRAP-6 

sugerem que a atividade antiplaquetária da taiwanina C pode ser mediada pela inibição de duas 

das principais vias de ativação plaquetária. Comparando a os valores de CI50 da taiwanina C na 

inibição da agregação plaquetária, na presença de AA e TRAP-6, respectivamente 0,46 µM e 

0,56 µM, é possível observar que a via de ativação da COX-1 é mais sensível ao efeito da 

taiwanina C do que a ativação pela via PAR-1, o que corrobora estudos anteriores que mostram 

os efeitos da taiwanina C na inibição da COX (Lee et al., 2005; Ban et al., 2002). No entanto, 

até o momento, nenhum estudo demonstrou os efeitos antiplaquetários da taiwanina C nas 

plaquetas humanas nem através das COXs ou da PAR-1, ou seja, nosso estudo é o primeiro a 

relatar essa atividade.  

Entretanto, alguns estudos foram feitos com a taiwanina E onde foram observados efeitos 

inibidores significativos na agregação de plaquetas induzida por PAF em coelho e 

principalmente contra a agregação induzida por AA. (Chen et al., 1996), porém a diferença 

entre a taiwanina C e a E é que na taiwanina E existe um grupo OH ligado ao carbono 7 que 

pode alterar o mecanismo de ação deste composto em relação ao da taiwanina C. 

Os resultados são muito promissores visto que a taiwanina C atua sobre duas vias da 

ativação plaquetária enquanto a maioria dos fármacos antiplaquetários atuam em apenas uma 

delas e que em vários tratamentos inclusive com vorapaxar existe a indicação do uso associado 

ao ácido acetilsalicílico (inibidor da COX-1) (Van der Meijden & Heemskerk, 2019). 

Os mecanismos de ação foram estudados por docking molecular utilizando as proteínas 

COX-1, COX-2 e PAR-1 envolvidas nas vias de ativação plaquetária estudadas in vitro. 

 

4.3. Docking molecular 

 

A precisão dos programas de docking em relação à geração precisa das poses de ligação 

foi validada por redocking, (Renner et al., 2008), onde um valor de “root mean square 

deviation” (RMSD) de 2,0Å foi estabelecido como o limite (Kagami et al., 2017).  
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Os valores obtidos para COX-1 (3KK6), COX-2 (5KIR) e PAR-1 (3VW7) foram, 

respectivamente, 0,98, 0,70 e 0,42. Para a análise dos resultados, foram escolhidas as poses com 

os melhores escores de docking molecular para taiwanina C-COX-1, taiwanina C-COX-2 e 

taiwanina C-PAR-1, com valores, respectivamente, de 42,14, 55,03 e 132,27. As melhores 

posturas em relação à indometacina com COX-1, COX-2 e PAR-1 apresentaram, 

respectivamente, os escores de 69,1, 69,00 e 80,79. 

 

4.3.1. Interações de ligação da taiwanina C e indometacina com a COX-1 

 

Na COX-1, os resultados observados mostram interações hidrofóbicas com os resíduos 

Leu93, Val116, Val349, Leu352, Ser353, Tyr355, Leu359, Phe518, Ile523 e Leu531. Duas 

interações por ligações de hidrogênio são observadas com o resíduo Arg120 e uma ligação de 

hidrogênio não clássica com o resíduo Ser530 (Figura 21).  

Essa ligação com a Arg120 é comum também quando temos os antiinflamatórios não 

esteroidais, mas o principal problema com esses medicamentos que atuam sobre a  COX-1 é 

justamente o quanto eles se ligam nela, ou seja, o quanto são seletivos ou não em relação à 

proteína, uma vez que, a alta seletividade inibe a proteína e atrapalha os processos fisiológicos 

aos quais ela tem ligação. 

Analisando o modo de interação da taiwanina C com a COX-1 é possível observar que 

todas as porções (grupos) da estrutura interagem com os resíduos do sítio, sugerindo uma 

interação simétrica entre o composto e o sítio ativo da proteína. A taiwanina C e a indometacina 

têm modelos de interação muito semelhantes, como mostrado nas Figuras 21 e 22, com várias 

interações hidrofóbicas em comum.  

Na taiwanina C, observa-se a interação por ligação de hidrogênio clássica com o resíduo 

Arg120, que, segundo a literatura, é de grande importância na interação do AA com COX-1 

para a desativação da proteína (Mancini et al., 1995), além da ligação de hidrogênio não clássica 

com o resíduo Met530. 

Figura 21. Modos de ligação de taiwanina C com COX-1. Linhas pretas tracejadas mostram 

ligações de hidrogênio clássicas, linhas azuis tracejadas mostram ligações de hidrogênio não 

clássicas e as interações hidrofóbicas não são destacadas na figura 
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A indometacina (Figura 22) apresenta várias interações hidrofóbicas com os resíduos 

Val116, Val349, Leu352, Leu359, Ile517, Phe518, Ile523, Ala527 e Leu531. Sete desses 

resíduos hidrofóbicos são comuns também no modelo de interação da taiwanina C. A 

indometacina faz uma ligação de hidrogênio com o resíduo Met522, mas não com a Arg120. 

Esses resultados sugerem que a taiwanina C possui maior interação com a COX-1 do que 

a indometacina, assim como observado no ensaio in vitro, quando se comparam as duas 

substâncias na mesma concentração. 

 

 

Figura 22. Modos de ligação da indometacina com COX-1. Linhas pretas tracejadas mostram 

ligações de hidrogênio clássicas, linhas azuis tracejadas mostram ligações de hidrogênio não 

clássicas e as interações hidrofóbicas não são destacadas na figura 
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4.3.2. Interações de ligação da taiwanina C e da indometacina com a COX-2 

 

O modelo de interação da taiwanina C com a COX-2 mostrou interações hidrofóbicas 

com os resíduos Val349, Leu352, Tyr355, Tyr385, Phe518, Ile523, Ala527, Leu531, descritas 

na literatura como ligações importantes para a desativação da proteína. O modelo também 

mostrou uma ligação de hidrogênio clássica com o resíduo Arg120 e uma ligação de hidrogênio 

não clássica com os resíduos His90 e Val116 (Figura 23).  
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Figura 23. Modos de ligação de taiwanina C com COX-2. Linhas pretas tracejadas mostram 

ligações de hidrogênio clássicas, linhas azuis tracejadas mostram ligações de hidrogênio não 

clássicas e as interações hidrofóbicas não são destacadas na figura 

 

 

Em relação à COX-2, embora a indometacina e taiwanina C mostrem um modelo de 

interação semelhante (Figuras 23 e 24), a taiwanina C tem uma interação hidrofóbica com o 

resíduo Phe518 e uma ligação de hidrogênio não clássica com His90, dois resíduos localizados 

no bolso hidrofílico do sítio dessa isoforma, e que são importantes na inibição da atividade 

dessa proteína. A indometacina mostrou interações hidrofóbicas com os resíduos Met113, 

Val116, Val349, Ser353, Tyr355, Leu359, Ala516, Ile517, Phe518, Val523, Ala527 e Leu531. 

Ligações de hidrogênio foram observadas com os resíduos Arg120 e Met522. Além de ligações 

de hidrogênio não clássicas com resíduos Gln192 e Gly526 (Figura 24). 

Esses resultados sugerem maior interação de taiwanina C com a COX-2 do que a 

indometacina. Todos os resíduos com os quais a indometacina e a taiwanina C interagem estão 

localizados no sítio ativo da COX-2. 



77 
 

 

 

Figura 24. Modos de ligação da indometacina com COX-2. Linhas tracejadas pretas mostram 

ligações de hidrogênio clássicas, linhas tracejadas azuis mostram ligações de hidrogênio não 

clássicas e as interações hidrofóbicas não são destacadas na figura 

 

O fato da taiwanina C também atuar sobre a COX-2 e de maneira mais forte do que a 

indometacina pode causar algum receio quanto às suas propriedades antiplaquetárias, pois existe 

a ideia de que a inibição da COX-2 impede a produção de PGI2, cujo papel inclui a inibição da 

agregação plaquetária e vasodilatação, duas funções importantes para o desenvolvimento do 

trombo (Day, 2004). Entretanto, esta hipótese permanece controversa, pois a COX-2 

imunorreativa geralmente está ausente no endotélio de indivíduos saudáveis in vivo e in vitro, 

enquanto COX-1 é relativamente abundante (Armstrong et al., 2011). 

 

4.3.4. Interações de ligação da taiwanina C e da indometacina com a PAR-1 

 

Em relação a PAR-1, os resultados obtidos pelo docking molecular para o vorapaxar 

observamos até muitas interações por se ratar de uma molécula grande e rígida. O modelo 
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mostrou interações hidrofóbicas com Tyr183, Leu237, His255, Leu258, Leu262, Phe271, 

Leu333, His336, Ala352, Tyr353, ligações de hidrogênio não clássicas com Asp256 e ligação 

de hidrogênio clássica com Ala349 (Figura 25). 

 

Figura 25. Modos de ligação do vorapaxar com a PAR-1. Linhas pretas tracejadas mostram 

ligações de hidrogênio clássicas, linhas azuis tracejadas mostram ligações de hidrogênio não 

clássicas e as interações hidrofóbicas não são destacadas na figura 

 

 

 

O estudo com a taiwanina C utilizou o mesmo sítio ativo de ligação do vorapaxar, fazendo 

apenas três interações com os resíduos His255, Val257, Leu258 (Figura 26) em um modelo 

diferente daquele observado para o vorapaxar. Entretanto, duas delas são interações fortes de 

hidrogênio que podem contribuir para a inibição dessa proteína. 

A indometacina apresentou interações hidrofóbicas com os resíduos Tyr183, Leu237, 

His255, Leu262, Phe271, Leu333, His336 e Tyr353, ligações de hidrogênio não clássicas com 

o resíduo Ala349 e ligações de hidrogênio clássicas com os resíduos Asp256, Val257, Leu258 

e Tyr337 (Figura 27).  
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Figura 26. Modos de ligação da taiwanina C com a PAR-1. Linhas pretas tracejadas mostram 

ligações de hidrogênio clássicas, linhas azuis tracejadas mostram ligações de hidrogênio não 

clássicas e as interações hidrofóbicas não são destacadas na figura 

 

 

 

Figura 27. Modos de ligação da indometacina com PAR-1. Linhas pretas tracejadas mostram 

ligações de hidrogênio clássicas, linhas azuis tracejadas mostram ligações de hidrogênio não 

clássicas e as interações hidrofóbicas não são destacadas na figura 
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Tanto o vorapaxar quanto a indometacina mostram interações com resíduos do sítio da 

proteína envolvendo as estruturas como um todo. No caso da taiwanina C, uma pequena porção 

da molécula interage com apenas três resíduos de sítio. Observa-se também que a taiwanina C, ao 

contrário da indometacina, não interage com os resíduos Tyr183 e Phe 271, que de acordo com a 

literatura (Zhang et al., 2012), são ambos importantes para a atividade inibitória do vorapaxar. No 

entanto, as interações da taiwanina C com esses três resíduos são interações fortes ocorrendo a 

partir de ligações de hidrogênio clássicas e não clássicas. Esses estudos sugerem que a taiwanina 

C tem ação sobre o PAR-1, conforme demonstrado nos ensaios biológicos, porém com modelo de 

interação diferente de vorapaxar e da indometacina. 

Assim, os resultados observados no docking molecular tanto para COXs quanto para PAR-

1 corroboram com os resultados dos ensaios in vitro. 
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5 CONCLUSÕES 

 

A taiwanina C foi sintetizada de forma mais eficiente e com reagentes mais acessíveis 

pela rota 2, sendo que apresentou ainda um rendimento maior do que nas rotas descritas na 

literatura, utilizando reagentes com menor custo, de fácil obtenção e manipulação. A redução 

de parte dos custos foi possível pela eliminação das etapas de purificação, evitando gastos com 

solventes e sílica, uma vez que por esta rota, geralmente os produtos e subprodutos são 

facilmente removidos por lavagem do sólido; 

As duas rotas sintéticas propostas apresentaram rendimentos superiores aos descritos na 

literatura para a síntese total da taiwanina C. 

A obtenção da taiwanina C via síntese total é mais vantajosa (quantidade, tempo, custo, 

preservação da espécie) do que a obtenção por extração da planta onde o rendimento chega a 

0,01% considerando a extração a partir da camada mais interna do tronco que é onde a taiwanina 

C é encontrada em maior quantidade. 

Os ensaios in vitro com plaquetas humanas usando os agonistas AA e TRAP-6, 

mostraram importante atividade antiplaquetária da taiwanina C; 

Estudos de docking molecular estão de acordo com os resultados dos in vitro e sugerem 

que a taiwanina C atua na inibição da COX-1, mas também inibe a COX-2 em menor grau;  

A taiwanina C mostrou maior ação antiplaquetária na presença de TRAP-6 do que a 

indometacina usada como controle, porém, os estudos de docking molecular sugerem diferentes 

mecanismos de ação para os dois compostos;  

Nos estudos de docking molecular também pode-se observar a ação da taiwanina C sobre 

a PAR-1, porém com interação menor e mecanismo diferente daquele observado para o 

vorapaxar, o que pode indicar que a taiwanina utilize um outro sítio de ligação diferente do 

vorapaxar;  

Esses resultados demonstram que a taiwanina C atua de forma muito eficiente em duas 

vias de sinalização de agregação plaquetária diferentes, o que não foi observado em outros 

compostos que já foram estudados. Embora preliminares, os resultados são promissores e 

indicam que a taiwanina C tem potencial para mais estudos sobre seu uso como possível alvo 

no desenvolvimento de novos compostos que possam atuar como agentes antiplaquetários. 
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ANEXO A 

 

Impacto econômico e social 

 

Estudos sobre o desenvolvimento de novos agentes antiplaquetários tem se intensificado 

nos últimos anos, no entanto, muitos medicamentos lançados no mercado têm restrições de uso, 

efeitos colaterais indesejáveis e alto custo.  

Desta forma, existe a necessidade de buscar novas moléculas para o desenvolvimento de 

fármacos que possam agir sob vários alvos moleculares envolvidos nos processos de ativação 

plaquetária. Dentro deste contexto, a natureza é uma fonte promissora de moléculas com 

potencial biológico. Entretanto, muitas das moléculas de interesse farmacológico são difíceis 

de serem obtidas a partir da extração da planta ou por serem espécies protegidas ou pela 

diminuta quantidade biosintetizada.  

Assim, desenvolver rotas sintéticas mais eficientes para a obtenção de compostos 

baseados na estrutura de produtos naturais que possam ser utilizados no desenvolvimento de 

novos fármacos antiplaquetários são cruciais para avaliar seus efeitos, prever futuras aplicações 

mais seguras e diminuir custos de produção, na tentativa de fazer com esses fármacos possam 

ter um preço mais acessível à toda população. 

Desta forma, o presente estudo visou justamente a obtenção mais eficiente e segura do 

produto natural taiwanina C que apresentou excelentes propriedades antiplaquetária sendo um 

composto candidato para futuros estudos mais aprofundados usando modelos in vivo para o 

desenvolvimento de novos agentes antiplaquetários. 
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Figura 24. Espectro de RMN de 1H do composto 3 em CDCl3 
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Figura 15. Espectro de RMN de 13C do composto 3 em CDCl3 
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Figura 26.  DEPT-135 do composto 3 em CDCl3 
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Figura 27. Espectro de RMN de 1H do composto 4 em CDCl3 
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Figura 28. Espectro de RMN de 13C do composto 4 em CDCl3 
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Figura 29. Espectro de RMN de 1H do composto 5 em CDCl3 
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Figura 30. Espectro de RMN de 13C do composto 5 em CDCl3 
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Figura 31. Espectro de RMN de 1H do composto 6 em CDCl3 
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Figura 32. Espectro de RMN de 13C do composto 6 em CDCl3 
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Figura 33.  DEPT-135 do composto 6 em CDCl3 
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Figura 2. Espectros de RMN de 1H do composto 7 em CDCl3 
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Figura 3. Espectros de RMN de 13C do composto 7 em CDCl3 
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Figura 36. DEPT-135 do composto 7 em CDCl3 
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Figura 4. Espectros de RMN de 1H da taiwanina C em DMSO-d6 
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Figura 5. Espectros de RMN de 13C da taiwanina C em DMSO-d6 
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ANEXO C 
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Figura 39. Espectro de RMN de 1H do composto 8 após purificação em mistura com 8a em CDCl3 
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Figura 40. Espectro de RMN de 13C do composto 8 após purificação em mistura com 8a em CDCl3 
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Figura 41. Espectro de RMN de 1H do composto 10 em CDCl3 
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Figura 42. Espectro de RMN de 13C do composto 10 em CDCl3 
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Figura 43. DEPT-135 do composto 10 em CDCl3 


