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RESUMO

A hipertenséo arterial € uma doenca crénica que afeta pessoas em todo o mundo,
podendo levar a diversas complicacGes para o individuo e até mesmo a morte. Uma
importante classe de medicamentos anti-hipertensivos sédo os inibidores da enzima
conversora da angiotensina (iIECA), que além de diminuir os niveis pressoricos pela
inibicdo da formagdo de um potente agente vasoconstritor (angiotensina Il), auxilia
em outras patologias, como na insuficiéncia cardiaca e na nefropatia diabética. Os
IECA podem levar a uma série de efeitos adversos que fazem com que a adesédo ao
tratamento seja prejudicada. Com isso, a busca por novos representantes dessa
classe, especialmente de origem natural, € uma importante estratégia para a
descoberta de farmacos superiores. Estudos relatam que alguns derivados fendlicos
de produtos naturais possuem atividade inibitéria frente a ECA, como o eugenol,
glicosideos do eugenol e glicosideos da vanilina. Diante disso, buscou-se a
obtencdo de dezoito derivados dessas substancias a fim de avaliar-se o perfil de
atividade em funcéo das modificagces realizadas. As substancias propostas foram
obtidas com sucesso a partir de reacdes classicas de O-metilagdo, O-benzilagao, O-
glicosilacdo, oxidacédo e reducdo. Todos os produtos obtidos foram caracterizados
por espectroscopias no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear. Na
sequéncia, as substancias foram submetidas a triagem in vitro, a concentracao fixa
de 2,0 mmol.L™. As substancias mais ativas, capazes de inibir a0 menos 60% da
atividade da ECA tiveram seu valor de Clso determinados, sendo elas FNO1 (Clso 1,7
+ 0,3 mmol.L™), FNGO1 (Clso 1,0 + 0,15 mmol.L™"), FN0O2 (Clso 1,3 + 0,3 mmol.L™),
FNGO2 (Clsp 1,1 + 0,2 mmol.L™), FNGO03 (Clsp 1,0 + 0,2 mmol.L™) e FNGOS5 (Clso 1,8
+ 0,2 mmol.L"). Esses resultados demonstraram que a presenca de substituintes
hidrofilicos auxilia na interacdo das substancias com o sitio de ligacdo da ECA,
enquanto grupos hidrofébicos ndo s&do bons substituintes na hidroxila fendlica,
impactando negativamente o potencial inibitorio. Estudos de modelagem molecular
estdo sendo realizados para avaliacdo da forma de interacéo entre cada um desses
melhores derivados com a enzima. Desta forma, essas substancias poderdao servir
de prototipos para otimizacéo estrutural e futuras investigagcdes como candidatos a

agentes iECA.

Palavras-chave: Fenois naturais. Glicosideos. Eugenol. Inibidores da ECA.



ABSTRACT

Hypertension is a chronic disease that affects people all over the world. It can lead to
various complications for the patients and even death. An important class of
antihypertensive drugs are the angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEI),
which in addition to lowering blood pressure levels by inhibiting the formation of a
potent vasoconstrictor agent (Angiotensin Il), helps in other pathologies such as
heart failure and diabetic nephropathy. Despite these facts, the ACE inhibitors
adverse effects may cause the adherence to treatment to be impaired. Hence, the
search for new representatives of this class, especially of natural origin, is a needed
and important strategy for discovering superior drugs. Studies have reported that
some phenolic derivatives of natural products have an inhibitory activity against ACE,
such as eugenol, eugenol glycosides and vanillin glycosides. Therefore, it was aimed
to obtain eighteen derivatives of these substances to assess their activity profiles as
a function of the made structural modifications. The proposed substances were
successfully obtained from classical reactions of O-methylation, O-benzylation, O-
glycosylation, oxidation and reduction. All obtained compounds were characterized
by infrared (IR) and nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR). Subsequently,
the substances were subjected to in vitro screening, at the fixed concentration of 2
mmol.L*. The most active substances, capable of inhibiting at least 60% of ACE
activity, had their ICs values determined, being them FNO1 (IC50 1.7 £ 0.3 mmoI.L'l),
FNGO1 (ICsp 1.0 + 0.15 mmol.L™), FNO2 (ICs 1.3 + 0.3 mmol.L™), FNG02 (ICs 1.1 +
0.2 mmol.L™Y), FNGO03 (ICso 1.0 + 0.2 mmol.L™) and FNGO05 (ICso 1.8 + 0.2 mmol.L™).
These results demonstrate that the presence of hydrophilic substituents helps the
interaction of the substances with the ACE binding site, whereas hydrophobic groups
on the phenolic hydroxyl substituent, negatively impacting the inhibitory potential.
Molecular modeling studies are being conducted to evaluate the interaction between
each of these best derivatives and ACE. In this way, these substances can serve as
prototypes for structural optimization and future investigations as potential ACEI

agents.

Keywords: Natural phenols. Glycosides. Eugenol. ACE inhibitors.
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1 INTRODUCAO

A hipertensédo arterial € uma doenca cronica que esta presente por todo o
mundo. Quando n&o tratada pode ocasionar acidente vascular cerebral, doenca
cardiaca coronéria, disfuncéo renal, invalidez e morte (SIMARATANAMONGKOL et
al., 2014). Uma das causas para o desenvolvimento da hipertensdo arterial € o
desequilibrio do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), que leva a
producdo descontrolada de um potente vasoconstritor denominado angiotensina I,
acarretando no aumento da pressao sanguinea (WANG et al., 2015).

O uso de medicamentos para o tratamento da hipertensdo arterial € muito
empregado, devido aos beneficios que a terapia medicamentosa pode trazer para a
gualidade de vida do paciente. Os inibidores da enzima conversora de angiotensina
(ECA) correspondem a uma das principais classes utilizadas para essa finalidade.
Porém a baixa adesdo ao tratamento devido aos efeitos colaterais que estes
medicamentos podem causar faz com que a busca por novos inibidores da ECA seja
relevante, a fim de se obterem representantes que possuam maior aceitacdo pelo
paciente (MION JR et al., 2006; SIMARATANAMONGKOL et al., 2014).

Alguns produtos oriundos de fontes naturais mostraram atividade inibitoria
frente a esse alvo. Estudos relataram que fendis naturais, como o eugenol, 0
glicosideo do junipediol A e o calceolariosideo B desempenham uma consideravel
atividade inibitéria da ECA e, por isso, sdo substancias interessantes para o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos anti-hipertensivos (CHAUDHARY
et al.,, 2014; LOHITH et al., 2006; SIMARATANAMONGKOL et al., 2014; WANG et
al., 2015).

A utilizacdo de produtos de origem natural, e de derivados de semissintese a
partir destes, pode colaborar para a obtencdo de novos inibidores de ECA, a fim de
buscar candidatos a farmacos que possam ter menos efeitos colaterais que os ja
comercializados. Dessa forma, foi proposto nesse projeto a preparacao de derivados
dos fendis naturais eugenol e vanilina, por modificacdo em alguns pontos da sua

estrutura, e sua avaliacdo sobre a ECA, por ensaios de inibicdo enzimatica in vitro.



19

1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertensao arterial € uma condicao patolégica na qual o individuo possui a
pressao arterial em valores iguais ou superiores a 140 por 90 mmHg. Varios motivos
podem fazer com que ocorra esse aumento da pressdo, sendo o principal a
contracdo dos vasos sanguineos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO,
2015).

A Organizacdo Mundial da Saude vem salientando a necessidade de se
aumentar os cuidados com a hipertensao arterial, visto que essa doenca afeta cerca
de um bilhdo de pessoas por todo o mundo. Segundo a agéncia, a hipertensao
arterial contribui para 9,4 milhdes de mortes por doencas cardiovasculares a cada
ano, além de aumentar o risco de desenvolvimento de insuficiéncia renal e cegueira.
Também é considerada a causa mais constante para doencas cardiacas e acidentes
vasculares cerebrais. A hipertensdo arterial € mais prevalente na Africa, onde afeta
até 46% dos adultos (ONU, 2013).

De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2013b), 24,3% da populacéo
brasileira € vitima de hipertensao arterial, sendo que a maioria é constituida por
mulheres com idade superior a 65 anos. Dados da ONU (2016) revelam que os
brasileiros portadores de hipertensdo tém tendéncia de desenvolver doencas
cardiovasculares, sendo uma doenca de prevaléncia na populacdo adulta, podendo
atingir 80% da populacdo em 10 anos. Apesar do numero de doentes estarem
aumentando, as iniciativas publicas e a disponibilizacdo gratuita de medicamentos
vém fazendo com que a taxa de internacdes, devido a complicacdes da hipertensao,
diminua.

O cuidado com o individuo que possui hipertensdo arterial envolve uma
equipe multiprofissional com o intuito de manter os niveis de pressao arterial
controlados, reduzir riscos de doencas cardiovasculares e melhorar a qualidade de
vida. O tratamento pode ser ndo medicamentoso, o qual envolve medidas como
controle da obesidade, da dislipidemia, da ingestdo de &lcool, do tabagismo,
culminando na adocg&o de hébitos saudaveis. Em alguns casos, faz-se necessério o
uso de uma terapia medicamentosa que estard diretamente ligada ao estado de
saude do paciente e suas condi¢fes quanto a adogdo de um melhor estilo de vida
(MALACHIAS et al., 20186).
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Diversas classes de farmacos podem ser usadas para o tratamento da
hipertenséo arterial, de acordo com a necessidade do individuo e seu estado de
saude, sendo que muitas vezes se faz necessario a associacao de dois ou mais anti-
hipertensivos. Analisando-se as indicagbes e contraindicacbes de cada
medicamento, € possivel a selecdo do melhor agente anti-hipertensivo dentre os
grupos disponiveis (BRASIL, 2013a).

Os farmacos que atuam no sistema renina-angiotensina (SRA) séo
amplamente utilizados, por este ter um papel relevante na regulacdo da presséo
arterial. A enzima conversora da angiotensina (ECA) € mediadora da biossintese de
um importante agente vasoconstritor, de modo que, com isso, tem-se que a inibicao
da ECA é uma abordagem terapéutica valiosa para o tratamento da hipertensdo
arterial (LI et al., 2015).

1.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA ALDOSTERONA E O CONTROLE DA
PRESSAO ARTERIAL

O primeiro relato sobre a renina data de 1898, quando Tiegerstedt e Bergman
descobriram, em extrato de rim, uma substancia capaz de aumentar a presséo
arterial. Tal descoberta ndo foi considerada relevante até 1934, ano em que
Goldblatt e colaboradores descobriram que a constricdo de artérias renais levava a
hipertensdo persistente em caes. Com isso, diversos grupos de pesquisas
aprofundaram os estudos relativos a renina, declarando que esta era uma enzima
gue atuava sobre um substrato proteico (angiotensinogénio) catalisando a reacao de
formacdo do verdadeiro agente pressor (angiotensina). Nos anos 50, foram
descobertas duas isoformas da angiotensina, um decapeptideo denominado
angiotensina |, e um octapeptideo que era mais ativo e denominado angiotensina ll,
sendo que a formacdo deste Ultimo era catalisada por uma enzima, entédo
denominada enzima conversora de angiotensina (ECA) (JACKSON, 2010).

O inicio da cascata hormonal do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) se da com a biossintese da prorrenina nas células justaglomerulares dos
rins (FIGURA 1). A prorrenina é ativada a renina pela clivagem no aminoacido 43 da

sua subunidade N-terminal, assim a renina ativa € armazenada nos granulos das
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7

células justaglomerulares. A liberacdo da renina é regulada principalmente por
guatro fatores (BROWN, 2006):

a) Pela deteccdo de mudancas na pressao da perfusdo renal, feita pelas

barorreceptores;

b) Pela mudanca na concentracédo de NaCl nas células da macula densa;

c) Estimulo do nervo simpatico pelos receptores adrenérgicos (beta-1);

d) Feedback negativo da acdo da angiotensina |l nas células

justaglomerulares.

O controle da secrec¢do de renina € um fator determinante para a atividade do
SRAA. A renina ird regular o passo inicial, a clivagem do angiotensinogénio, proteina
de grande peso molecular, em angiotensina I. O angiotensinogénio € principalmente
originado do figado, e seus niveis séricos sdo geralmente estaveis em condi¢des
normais. O produto da hidrolise do angiotensinogénio, a angiotensina |, que € um
decapeptideo inativo, serd hidrolisado pela ECA no octapeptideo ativo, potente
vasoconstritor, a angiotensina II. A ECA é uma exopeptidase localizada na
membrana plasmatica de varios tipos de ceélulas, como nas células endoteliais e
epiteliais, também existindo em menor concentracdo no plasma. Ela metaboliza
diversos outros peptideos, incluindo aqueles com funcdo vasodilatadora como a
bradicinina, dessa forma a acdo da ECA resulta no aumento da vasocontricdo e
diminuicdo da vasodilatacdo. Embora a angiotensina Il seja o principal produto do
SRAA, existem outros metabdlitos da angiotensina | que desempenham diferentes
funcgdes no organismo, como a modulagao da fungéo endotelial (ATLAS, 2007).

Os efeitos das angiotensinas sao exercidos através de receptores
heptaelicoidais acoplados a proteina G, existindo principalmente dois subtipos
denominados receptores AT; e AT,. O receptor AT, possui 359 aminoacidos e o
receptor AT, possui 363 aminoacidos, sendo pouco homdlogos entre si. Os efeitos
da angiotensina Il estdo relacionados a sua interacdo com o receptor AT,, enquanto
a funcdo dos receptores AT, ainda ndo estd bem definida, estando este ligado a
efeitos cardioprotetores. A ligacdo da angiotensina Il ao seu receptor leva a ativacéo
de diversas vias de transducdo de sinais, correlacionadas ao tecido na qual se

encontra e a resposta esperada (JACKSON, 2010).
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Figura 1 - Esquema do Sistema Renina-angiotensina aldosterona
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Fonte: adaptado de ATLAS, 2007.

A angiotensina Il eleva a pressdo sanguinea por varios mecanismos, incluindo
vasoconstricdo direta, potencializacdo da atividade do sistema nervoso simpatico
nos niveis central e periférico, estimulacdo da sintese de aldosterona e sua
liberacao, com consequente retencdo de sddio e fluidos pelos rins, e estimulacao da
liberacdo de vasopressina. Além desses efeitos, a angiotensina Il promove diversas
outras acdes que levam a danos nos vasos sanguineos, estimula a adeséao
leucocitaria nos vasos lesionados e favorece o estresse oxidativo (ZAMAN; OPARIL;
CALHOUN, 2002).

Evidéncias demonstram que a angiotensina Il pode modular as agbes da
insulina devido a uma via de sinalizacdo a qual compartilham. Isso indica que a
ativacdo do SRAA poderia inibir algumas ac6es metabdlicas da insulina. Além disso,
a hiperglicemia e a hiperinsulinemia levariam a ativacdo do SRAA por aumentarem a
expressdo de angiotensinogénio, o que conduziria a hipertensao em individuos com

resisténcia a insulina. Outro fato relacionado a angiotensina Il € sua estimulacéo da
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NADPH oxidase, que por ser uma das principais fontes de espécies reativas de
oxigénio, levaria ao estresse oxidativo, provocando disfuncédo endotelial, inflamacéao,

hipertrofia da musculatura lisa e remodelamento vascular (SANJULIANI et al., 2011).

1.3 FARMACOS INIBIDORES DA ECA

Na década de 60, Ferreira e colaboradores descobriram que o veneno de
Bothrops jararaca continha fatores que intensificavam as respostas da bradicinina,
gue é uma substancia vasodilatadora. Estes fatores constituiam-se de uma familia
de peptideos que inibiam a enzima responsavel pela inativacdo da bradicinina. Mais
tarde, descobriu-se que essa enzima era a mesma que catalisava a conversao da
angiotensina | a Il, denominada de ECA.

A partir dessa descoberta, foram sintetizados analogos desses peptideos,
como o teprotideo, demonstrado na Figura 2, e os mesmos foram avaliados em
pacientes hipertensos, sendo observada uma significativa reducdo da pressao
arterial. Com essas observagdes foram iniciados estudos para o desenvolvimento
dos inibidores da ECA (iECA).

Figura 2 - Estrutura quimica do teprotideo.

Fonte: Da autora.

O captopril foi o primeiro IECA eficaz por via oral, desenvolvido a partir do
planejamento racional empregando dados da andlise da ac&o inibitéria dos
peptideos ativos e da forma como a ECA se ligaria a eles. Mediante essas
descobertas, diversas outras substancias foram desenvolvidas a fim de otimizar a

acao do captopril e diminuir seus efeitos colaterais, como o enalapril e lisinopril. As
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estruturas quimicas de alguns destes representantes estdo demonstradas na figura
3 (JACKSON, 2010).

Figura 3 - Primeiros iECA desenvolvidos.
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Fonte: Da autora.

Os iIECA séo usados no tratamento de diversas doencas além da hipertenséo
arterial, como na insuficiéncia cardiaca (IC), disfungdo do ventriculo esquerdo e
nefropatia diabética. Diante disso, alguns de seus representantes constam na lista
de medicamentos essenciais, RENAME, estando disponiveis no sistema de saude
(BRASIL, 2008).

Na IC, os IECA s&o usados com diversos objetivos, como o de prevenir
guando na forma inicial, abrandar a evolucdo e auxiliar no tratamento de formas
avancadas, reduzindo a mortalidade. Sabe-se que o uso dos iIECA podem levar a
reducéo na dilatagdo das camaras ventriculares e melhorar o desempenho cardiaco
dos pacientes, levando a diminuicdo do numero de internacdes decorrentes da IC
(BARRETTO; RAMIRES, 1998).

Para a nefropatia diabética, os IECA sdo usados a fim de gerar uma
hipertrofia dos vasos intraglomerulares que levaria a uma reducdo da resisténcia
pés-renal, diminuindo a proteindria e hiperlipidemia, além de outros fatores que
fazem com que tais farmacos tenham papel renoprotetores (FRANCO, 1998).

Estes farmacos abolem respostas exacerbadas relacionadas a sintese extra
de angiotensina Il, mas sem alterar os efeitos de moléculas deste peptideo que ja
tenham sido formadas, garantindo seu papel fisiolégico. Adicionalmente, a ECA
possui diversos outros substratos e sua inibicdo pode ocasionar efeitos secundarios,
como o0 aumento dos niveis do vasodilatador bradicinina, o que pode contribuir para
os efeitos farmacolégicos obtidos (HOFFMAN, 2010).

A interacdo ao nivel molecular com o sitio ativo da ECA pelos inibidores
disponiveis comercialmente, como captopril e enalapril, ja € bem conhecida. Na
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Figura 4 estéa representada a forma de interacdo de alguns inibidores com a ECA em
comparacao a forma de ligacdo do substrato natural, a angiotensina |I. Notam-se
interacdes fundamentais ao reconhecimento enzima-inibidor e enzima-substrato
como interacdes hidrofobicas, de hidrogénio, atragdes eletrostaticas e complexacéo
com o zinco desta metalo-enzima. Pode ser observado um aumento da interacdo

com sitios da enzima no segundo farmaco.

Figura 4 - Interacéo da angiotensina Il, do captopril e do enalapril com a ECA.
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Fonte: adaptado de TAVARES et al., 2015.

Notas: (A) Reconhecimento molecular da triade peptidica Phe-His-Leu pela ECA. As
regides de interacdo entre enzima e substrato sdo indicadas por linhas
tracejadas. (B) Interacdo dos farmacos captopril e enalaprilato (forma ativa do
enalapril), respectivamente, com o sitio ativo da ECA.

1.4 PRODUTOS NATURAIS INIBIDORES DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA

Os farmacos IECA sintéticos, como o captopril, se tornaram amplamente
utilizados no tratamento clinico, porém levam a diversos efeitos colaterais
indesejaveis, como erupg¢des cutaneas, pruridos e, em casos mais raros, edema

angioneurdtico. Diante disso, a busca de novos inibidores de ECA, inclusive de
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origem natural, que possam causar menos efeitos adversos, se tornou uma questao
global (LI et al., 2015).

Varios extratos de plantas ja tiveram descrito seu potencial de inibicdo da
ECA, tais como aqueles obtidos de Glycine max (Soja), Cassia tora (Fedegoso),
Rosa damasceno (Rosa de damasco), Curcuma longa (Acafrdo da terra) e Lactuca
sativa (Alface) (SIMARATANAMONGKOL et al., 2014).

Componentes isolados destes extratos também apresentaram acao inibitoria
da ECA. Estudos demonstraram uma inibicdo importante por glicosideos
feniletandlicos, nos quais a presenca de grupos hidroxila parece ter influéncia direta
na complexacdo com o cation zinco existente na enzima, assim como fazem os
grupos funcionais tiol e carboxila do captopril e enalaprilato, respectivamente. Dentre
estas substancias, o glicosideo conhecido por calceolariosideo B, encontrado em
espécies de Fraxinus sp., mostrou valor consideravel de Clso (2,15 + 0,20 mmol.L™)
em ensaios de inibicdo da ECA (FIGURA 5). Assim, ele € um composto bioativo
potencialmente util em estudos como anti-hipertensivo e mesmo como modelo para
a sintese total de derivados com o mesmo papel (KOSTOVA; IOSSIFOVA, 2002; LI
et al., 2015).

Figura 5 - Estrutura quimica do calceolariosideo B.
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Fonte: (LI et al, 2015)

O extrato de Apium graveolens, uma planta comestivel tailandesa, mostrou
também ter efeito inibitor sobre a ECA. Isso se deve a presenca de um derivado
glicosilado do fenol natural junipediol A (FIGURA 6). Esse glicosideo foi capaz de
inibir em cerca de 60% a atividade enzimatica quando avaliado na concentracéo de
0,5 mmol.L™®. Dessa forma, esse também é um glicosideo bioativo com atividade
relevante para o estudo de novos iECA e até entdo néo se tém relatos de estudos da
atividade de anélogos dele ou de relacdes entre a sua estrutura e a atividade
observada como inibidor de tal enzima (SIMARATANAMONGKOL et al., 2014).
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Figura 6 - Estrutura quimica do glicosideo
de junipediol A.
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Fonte: Da autora.

O eugenol, Figura 7 - estrutura a, um alilfenol natural amplamente conhecido
e estudado, também mostrou possuir atividade inibidora da ECA, todavia com
valores de Clsp que diferem segundo cada estudo. Chaudhary e colaboradores
(2014), em investigacbes por novos IECA, obtiveram valor de Cls, de 0,3 £ 0,02
mmol.L™ para o eugenol e provaram que o efeito anti-ECA apresentado pelo 6leo
essencial de Ocimum sanctum L. esta diretamente relacionado a concentracdo de
eugenol que esta espécie possui. Outros estudos, como o realizado por Mnafgui e
colaboradores (2013) apresentaram um valor de Clsg de 0,8 + 0,02 mmol.L™ para o
eugenol. Em outro trabalho, pesquisadores avaliaram a atividade sobre a ECA de
uma mistura de O-glicosideos do eugenol, obtidos em um processo de sintese
assistida por enzimas, Figura 7 - estruturas b e ¢, com valores de Clso préximos a 0,5
+ 0,04 mmol.L™, o que comprova a importancia de substancias derivadas do eugenol

no estudo de novos agentes anti-hipertensivos (LOHITH et al., 2006).

Figura 7 - Estrutura quimica do eugenol (a), e de seus glicosideos (b) e (c).
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Fonte: Da autora.

A vanilina é o componente principal da baunilha, que é um flavorizante
empregado com frequéncia em diversos produtos. Sua fonte principal € a vagem da
orquidea tropical de baunilha, Vanilla planifolia, porém esta presente em muitas

outras espécies vegetais. Estudos mostraram que a vanilina tem atividades diversas,
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como antioxidante, antimicrobiana, entre outras (WALTON; MAYER; NARBAD,
2003). Derivados glicosidicos dela foram ainda testados frente a ECA, com intuito de
verificar seu potencial inibitério (FIGURA 8). Ainda que na forma de uma mistura dos
andémeros o e 3, além do 6-O-glicosideo, obteve-se valor de Clsy interessante, da
ordem de 1,1 + 0,10 mmol.L™". Mesmo sendo superior ao descrito para a mistura de
glicosideos do eugenol, esses resultados demonstram que 0S grupos presentes na
molécula conseguem interagir com a ECA, fazendo com que ocorra a inibicdo de
sua atividade (LOHITH et al., 2006).

Figura 8 - Estrutura quimica da vanilina (a) e dos seus glicosideos (b),

(c) e (d).
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2 OBJETIVOS

Com esse trabalho teve-se por objetivo obter novos IECA baseados na

estrutura de substancias naturais bioativas que reconhecidamente inibem essa

enzima.

De modo especifico, pretendeu-se:

a)

b)

Sintetizar as dezoito substancias cujas estruturas gerais estdo mostradas
adiante e que trazem analogia estrutural com os fendis naturais de
partida, eugenol e vanilina (FIGURA 9);

Caracterizar os produtos obtidos pelos métodos fisico-quimicos
convencionais;

Avaliar o comportamento dos produtos obtidos, do eugenol e da vanilina
em triagem in vitro frente a ECA,;

Determinar os valores de Clsp para os derivados mais ativos na triagem a
concentracao fixa,;

Estabelecer relagdes preliminares entre a estrutura quimica dos analogos

e a atividade observada.

Figura 9 - Estruturas quimicas gerais dos analogos propostos.

~ ~ ~

0 o) o)
RO RO RO
N OH OH
0
FNO1, FNMO1, FN02, FNM02, FN03, FNMO3,
FNBO1, FNGO1 FNB02, FNG02 FNBO3, FNG03
RO RO
OH H
o)
FNO04, FNM04, FNO5, FNMO5,
FNBO04, FNG04 FNBO5, FNG05

Fonte: Da autora.
Notas: FN: R = H; FNM: R = CH3; FNB: R = Bn; FNG: R = 1-O-glicopiranosila.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais associados as etapas de sintese,
caracterizagéo fisico-quimica e avaliacdo da atividade frente a ECA dos derivados

propostos sao descritos a seguir.

3.1 METODOS DE SINTESE E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Os derivados propostos foram sintetizados no Laboratorio de Pesquisa em
Quimica Farmacéutica (LQFar) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNIFAL-MG. Esses derivados ndo sao inéditos, portanto utilizou-se de metodologias
descritas na literatura para sua obtencdo e, em alguns casos, foram efetuadas
adaptacdes aos mesmos. O planejamento sintético seguido teve como pontos de
partida dois fenéis naturais adquiridos comercialmente, a vanilina (Vetec®) e o
eugenol (Sigma-Aldrich®).

A evolucdo das reacfes de sintese foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando placas de silica gel em suporte de aluminio com
detector de fluorescéncia (Macherey-Nagel, DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra Sil
G/UV2s4). As purificacdes por cromatografia em coluna de silica (CCS) foram
realizadas com silica gel 60, 70-230 mesh (Sorbline). Os eluentes empregados estao
descritos em cada procedimento. As reacdes realizadas sob irradiagcdo de ultrassom
foram efetuadas em banho ultrassénico Cristéfoli, operando na faixa de 50-60 Hz.

As determinacgdes de faixa de fusdo foram realizadas em aparelho Bicher 535
(0-300 °C), calibrado com vanilina P.A. Merck® (P.F.: 80-81 °C, LAYEK et al., 2011).
Os valores de logP e de logD foram calculados utilizando-se o software ACD/Log P
DB, desenvolvido pela Advanced Chemistry Development® (versdo 6.0; 2002). O
poder rotatério das substancias quirais foi avaliado em polarimetro Quimis® (modelo
Q760M2).

As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho (V) foram
realizadas no Nucleo de Controle de Qualidade ou no Laboratério de Analise
Quimica de Farmacos, ambos da UNIFAL-MG, e obtidas em espectrometros
Shimadzu-Affinity-1 ou Thermo Scientific Nicolet-iS50, ambos com dispositivo ATR, e

os valores foram descritos em namero de onda (U,., CM?).
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As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e **C foram
realizadas no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UNIFAL-MG,
obtidas em espectrometro Bruker AC-300 e na Universidade Federal de Minas
Gerais, em espectrometro Avance DPX 200. Os resultados foram processados com
o programa MestReNova, desenvolvido pela Mestrelab Research S.L.° (versdo
6.0.2; 2009). Foi empregado como padrdo interno o tetrametilsilano (TMS) e como
solventes cloroférmio deuterado (CDCIs) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds).
Os valores de deslocamento quimico sdo dados em partes por milhdo (J, ppm). A
numeracao representada nas figuras ndo condiz com a numeragédo associada ao
seu nome guimico, mas foi empregada para se efetuar a atribuicdo dos sinais de
RMN.

Na rota de sintese apresentada na figura 10, ilustram-se as condicdes

reacionais para as sinteses que tiveram como ponto de partida a vanilina.



Figura 10 - Rota sintética para obtencdo dos derivados hidroxilados FNO2 e FNO3,
metilados FNM02, FNM03 e FNMO05, benzilados FNB02, FNB03 e FNBO05
e glicosilados FNG02, FNGO03 e FNGO05 a partir da vanilina (FNO5).

~ ~
| O | O
(o] 0]
i
OH - H
FNMO03 FNMO5 o)

FNM02
o/
FNO3 HO
P FNBO3

o ii
HO —

’V/ FNO5 () x
OH

FNO2 ¢ @\/
Ho’\[(:J/O @(
. “ H FNBOS
o]

OH FNGO5 O

S

NeacO w&a%

FNGO03 FNGO02 O

Fonte: Da autora.

Notas: i) CHsl, K,COs, acetona, t.a.; i) NaBH,, NaOH ag., etanol, 0°C-t.a., seguido de
HCI ag. 0 C-t.a.; iii) Ag,O, NaOH 4 moI.L'l, 50 C; iv) KMnQ,, H,0, 80°C; v)
brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-p-glicopiranosila, K,COs;, TBAB (NBu4Br),
diclorometano, H,0, t.a., seguido de KOH, metanal, t.a.; vi) BnCl, K,CO3;, TBAB
(NBuyBr), diclorometano, H,0, t.a.

Para as sinteses dos analogos e derivados com origem no eugenol,

foram empregadas as condi¢Oes apresentadas adiante, na figura 11.
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Figura 11 - Rota sintética para obtencé@o dos derivados: hidroxilado FNO4, metilados
FNMO1 e FNMO04, benzilados FNBO1 e FNBO4, e glicosilados FNGO1 e
FNGO04 a partir do eugenol (FNO1).

o7
i o
- x - "
0 FNMO1 ©\/\,OH
Hom “ T i FNMo04
OH "

Q@\/\/ o ﬁ;‘j‘@w

FNGO1
l” FNBO1
ii
O/
@\/0
OH /\Rj
FNB04 FNG04

Fonte: Da autora. .

Notas: i) CHajl, K,COs3, acetona t.a.; ii) BHs.(CHs),S, tetraidrofurano, 0 C—t.a., seguido
de NaOH 4 mol.L™ H,0, 5% v/v, 0°C—t.a.; iii) BnCI, K,CO3, TBAB (NBu4Br),
diclorometano, HZO, ta.; iv) brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-bp-
glicopiranosila, K,CO3, TBAB (NBu4Br), diclorometano, H,O, t.a., seguido de
KOH, metanaol, t.a.
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3.1.1 Método geral para reacdes de O-benzilacdo (adaptado de Wang et al.,

2014)

Figura 12 - Reacao de benzilagéo.

HO BnCl, K,CO, TBAB
)
~o R H,0, CH,Cl, ta. ~o R

Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo de 25,0 mL adicionou-se a substancia a ser
benzilada, FNO1 ou FNO5, (1,0 eq.), brometo de benzila (1,2 eq.), carbonato de
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potassio (1,5 eqg.) e brometo de tetrabutilaménio - TBAB (0,5 eq.). Uma pequena
guantidade de agua destilada e de diclorometano foi adicionada, suficiente para
agitacdo magnética (cerca de 5,0 mL de cada). Deixou-se a mistura reacional sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD, usando
como eluente hexano e acetato de etila (8,0:2,0; v/v). Apds o término da reacgdo, foi
realizada uma extracdo liquido-liquido com diclorometano. Em seguida, a fase
organica foi lavada com solucdo de NaOH 1,0 mol.L™ e com agua destilada, para
remocdo dos residuos pertencentes a fase aquosa e tracos de material de partida.
Apés essa etapa, a fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e o sal
removido por filtracdo simples. O filtrado, contendo o produto, foi concentrado em
evaporador rotatorio. A purificacao foi realizada por CCS, com hexano e acetato de

etila (8,0:2,0; v/v) como eluente.

3.1.1.1 Dados de caracterizacdo dos produtos benzilados FNBO1 e FNB05

3 2-metoxi-1-(fenilmetoxi)-4-(2-propen-1-il)-

4 2
5 benzeno

5 T O.s 4 B

& 7 s 9 Oleo amarelo claro

™~
o 10 Rendimento: 75% - 1,23 g (4,9 mmol) a partir de
FNBO1 1,069 (6,5 mmol)

F.M.: C17H1505 M.M.: 254,32 g.mol™
Rf: 0,87 (hexano e acetato de etila 7,0:3,0 v/v)
clogP: 4,63 £ 0,25

IV (8 e, CM™): 2933 (C-H), 1637 (C=C), 1589 (C=C ar), 1258 (C-O-C).

RMN de H (6; CDCls; 300 MHz): 7,48-7,45 (m; 2H: H2' e H6'), 7,40-7,31 (m; 3H;
H3', H4' e H5"), 6,85 (d; 1H; Jus, ua = 8,1 Hz; H5), 6,77 (d; 1H; iz, 1a = 2,0 Hz; H2),
6,69 (dd; 1H; H4), 6,05-5,92 (m; 1H; H9), 5,15 (s; 1H; H7), 5,14-5,07 (m; 2H; H10),
3,90 (s; 3H; C1-OCHa), 3,35 (d; 2H; Jug, 1o = 6,63 Hz; H8).

RMN de °C (6; CDCls; 75 MHz): 149,6 (C1), 146,5 (C6), 137,5 (C1), 137,3 (C9),
133,2 (C3), 128,4 (C3' e C5'), 127,6 (C4'), 127,1 (C2' e C6'), 120,3 (C4), 115,5 (C10),
114,2 (C2), 112,4 (C5), 71,1 (C7), 55,8 (C1-OCHs), 39,7 (C8).
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" » 3-metoxi-4-(fenilmetoxi)-benzaldeido
5,©\/0 6o 4 Solido amarelo claro
°T D%(H F.F.: 57,6-58,3°C (Lit.: 60,0°C; MARTIN, 1989)
o1
2 o Rendimento: 60% - 0,230 g (1,0 mmol) a partir de
FNBO05

0,250 g (1,6 mmol).

F.M.: C15H1403 M.M.: 242,09 g.mol™*

Rf: 0,81 (hexano e acetato de etila 6,0:4,0 v/v)
clogP: 3,27 £ 0,28

IV (D me, CM): 2724 (C-H), 1677 (C=0), 1583 (C=C ar), 1259 (C-O-C).

RMN de *H (6; CDCl3; 300 MHz): 9,82 (s; 1H; C3-COH), 7,44-7,31 (m; 7H; H2', H3',
H4', H5', H6', H2 e H4), 6,97 (d; 1H; Jus, na = 8,2 Hz; H5), 5,22 (s; 2H; H7), 3,92 (s;
3H; C6-OCHy).

RMN de *C (¢; CDCIs; 75 MHz): 190,8 (C3-COH), 153,5 (C6), 150,0 (C1), 135,9
(C1, 130,2 (C3), 128,6 (C3' e C5'), 128,1 (C4'), 127,1 (C2' e C6"), 126,5 (C4), 112,3
(C5), 109,3 (C2), 70,8 (C7), 56,0 (C1-OCHy).

3.1.2 Método geral para as reacdes de O-metilacdo (adaptado de Coolen et al.,
1995)

Figura 13 - Reacdo de O-metilacéo.

HO 0]
CHail, K,CO ~
D\ : : : D\
\O R acetona, refluxo 60° C \‘O R

Fonte: Da autora.

Em um baléo de fundo redondo de 125,0 mL adicionou-se a substancia a ser
metilada (1,0 eq.), carbonato de potassio (2,0 eq.) e acetona (60,0 mL). Deixou-se
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse tempo
adicionou-se iodometano (trés porcdes de 1,2 eq.), gota a gota, e a mistura reagente
foi aquecida sob refluxo a 60°C. A reacéo foi acompanhada por CCD, usando como
eluente hexano e acetato de etila (7,0:3,0; v/v). Ao término da reacdo, a mistura
reagente foi filtrada para separacao e descarte do material inorganico e a acetona foi

removida em rotaevaporador. O residuo obtido foi solubilizado com acetato de etila e
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lavado com NaOH 0,5 mol.L™ e 4gua destilada. A fase organica foi seca com sulfato
de sodio anidro, o sal removido por filtracdo simples, e o produto concentrado em
evaporador rotatério. Os produtos foram purificados por CCS, usando como eluente

hexano e acetato de etila (9,5:0,5; v/v).

3.1.2.1 Dados de caracterizacao dos produtos metilados FNMO01 e FNMO05

0.2 > .4 4-alil-1,2-dimetoxibenzeno
-~
5 8 Liquido amarelo
S0 X . .
6 7 ® Rendimento: 53% - 1,84 g (10,3 mmol) a partir de 3,18
FNMO1 g (19,4 mmol)

F.M.: C11H140> M.M.: 178,23 g.mol™
Rf: 0,79 (hexano e acetato de etila 8,0:2,0 v/v)
clogP: 2,97 £ 0,24

IV ( v, cM™): 2832 (C-H), 1637 (C=C), 1590 (C=C ar), 1257 (C-O-C).

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 6,81-6,70 (m; 3H; H3, H4 e H6), 6,02-5,89 (m; 1H;
H8), 5,10-5,04 (m; 2H; H9), 3,86 (s; 3H, C1-OCHpg), 3,85 (s; 3H, C2-OCHs), 3,32 (d;
2H; Jy7 ng = 6,7 Hz; HY).

RMN de *3C (d; CDCIs; 75 MHz): 148,8 (C1), 147,3 (C2), 137,6 (C8), 132,6 (C5),
120,3 (C4), 115,5 (C9), 111,8 (C6), 111,2 (C3), 55,9 (C1-OCH3s), 55,7 (C2-OCHy3),
39,7 (C7).

5 3,4-dimetoxibenzaldeido

Solido amarelo claro

o1 F.F.: 42,5-43,9°C (Lit.: 43,0°C; SHANKARAN; RAO,

o 1980)

Rendimento: 73% - 1,6 g (9,6 mmol) a partir de 2,0 g
(13,1 mmol)
F.M.: CoH1003 M.M.: 166,17 g.mol™
Rf: 0,67 (hexano e acetato de etila 6,0:4,0 v/v)
clogP: 1,61 + 0,27
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IV (§ wery €mM*): 2837 (C-H), 1670 (C=0), 1509 (C=C ar), 1267 (C-O-C).

RMN de 'H (6; CDCl3; 300 MHz): 9,82 (s; 1H; C3-COH), 7,42 (dd; 1H; H4), 7,37 (d;
1H; Jy2, va = 1,7 Hz; H2), 6,94 (d; 1H; Jus na = 8,2 Hz; H5), 3,93 (s; 3H, C6-OCHy),
3,91 (s; 3H, C1-OCHs).

RMN de *3C (¢; CDCls; 75 MHz): 190,8 (C3-COH), 154,4 (C6), 149,5 (C1), 130,0
(C3), 126,8 (C4), 110,3 (C5), 108,9 (C2), 56,1 (C6-OCH3), 56,0 (C1-OCH5).

3.1.3 Métodos para obtencéo dos produtos O-glicosilados
Para a obtencao dos produtos glicosilados foi necessario primeiro obter-se o

agente de glicosilagéo, brometo de glicosila, para depois realizar-se, efetivamente, a

reacdo de glicosilacao.

3.1.3.1 Reacao de peracetilacdo da D-glicose (adaptado de Deng, Gangadharmath e
Chang, 2006)

Figura 14 - Reacao de peracetilacdo da D-glicose.

HO OOt Ac,0, H,S0, AcO O SOAC
?
HOY “"OH ultrassom, t.a. AcO" “"OAcC

OH OAc

Fonte: Da autora.

Em um erlenmeyer de 250,0 mL foram adicionados D-glicose anidra (1,0 eq.)
e anidrido acético (7,5 eq.). Em seguida, adicionou-se acido sulftrico (30 gotas),
mantendo-se a mistura reacional em constante agitacdo. Submeteu-se a mistura
reagente a irradiacdo ultrassénica por 15 minutos. Apds esse tempo, foi adicionada
agua destilada e gelo a mistura reagente, a fim de precipitar 0 monossacarideo
peracetilado. Dessa forma, a mistura reacional ficou em repouso, por 24 horas, em
refrigerador. Dado este tempo, procedeu-se a separac¢do do produto sélido por
filtracdo a vacuo e lavagem do mesmo com solucdo de bicarbonato de sddio. A

purificacéo foi feita por recristalizacdo com solucéo etanolica 96°GL.
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1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-D-glicopiranose

Solido branco

F.F.: 105,0-107,0°C (Lit.: 133,5-134,0°C; DAVIDSON;
MEYER, 1954)

GLO01 Rendimento: 63% - 13,9 g (35,6 mmol) a partir de 10,0 g
(56,0 mmol)

F.M.: C16H25011 M.M.: 390,34 g.mol*

Rf: 0,28 (hexano e acetato de etila 7,0:3,0 v/v)

3.1.3.2 Reacédo de formacéo do brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila

(adaptado de Conchie, Levvy e Marsch, 1957)
Figura 15 - Reacéo de formacédo do brometo de glicosila.

AcO O SOAC HBr, Ac,0 AcO O Br
. - * . .
AcO" “OAc 0°C-ta. AcO" “OAc

OAc OAc

Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo de 250,0 mL foi preparada uma solucdo de
bromacado pela adi¢do, gota a gota, de acido bromidrico 48% m/m (12,5 mL) em
anidrido acético (50,0 mL), sob agitacdo magnética e banho de gelo. Em outro baldo
de fundo redondo de 250,0 mL foi adicionado o monossacarideo peracetilado (5,0 g)
e diclorometano (50,0 mL) para solubilizacdo. Essa solu¢do foi colocada sob
agitacdo magnética em banho de gelo. A solucdo de bromacao foi gotejada
lentamente a solucdo do monossacarideo, com auxilio de um funil de adi¢do. Ao
término da adi¢do, a solucdo permaneceu em agitacdo magnética a temperatura
ambiente. O acompanhamento da reacao foi feito por CCD, usando-se como eluente
hexano e acetato de etila (7,0:3,0; v/v). Em seguida, a mistura reacional foi vertida
em agua e gelo, agitada e extraida com diclorometano. Posteriormente, a fase
organica foi lavada com uma solugédo saturada de bicarbonato de sodio, até que o

pH da fase aquosa fosse igual ao dessa solucédo. A fase orgéanica foi, entdo, seca
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com sulfato de sodio anidro, o sal removido por filtracdo simples, o produto

concentrado em evaporador rotatério e armazenado adequadamente.

brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila

A & _O_1.Br Solido branco
c0 5 2 F.F.. 79,8-81,4°C (Lit.. 88,0-89,0°C; GONZALEZ;
AcO™ 43 “OAc APARICIO, 1945)
OAc Rendimento: 98% - 5,2 g (12,6 mmol) a partir de 5,0 g
GL02 (22,8 mmol)

F.M.: C14H19BrOg M.M.: 411,20 g.mol'1
Rf: 0,50 (hexano e acetato de etila 7,0:3,0 v/v)

3.1.3.3 Métodos gerais para reacdo de O-glicosilacdo e desprotecdo (adaptado de

Conchie; Levvy; Marsch, 1957; Hongu; Saito; Tasujihara, 1999)

Figura 16 - Reacgéo de glicosilacéo.

AcO” N O B HOQ K,CO; TBAB A0 ~N° O\@
+ >
AcO™ "OAc <o R H,0, CH,C, ta. AcO" “OAc R

OAc OAc

Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo de 250,0 mL foi adicionado o fenol a ser
glicosilado (1,0 eq.), carbonato de potassio (8,8 eq.), brometo de tetrabutilamdnio
(0,3 eq.), &gua destilada (50,0 mL.) e diclorometano (50,0 mL). A solucado foi
colocada em agitacdo magnética vigorosa a temperatura ambiente. Em seguida
solubilizou-se o brometo de glicosila (1,1 eq.) em diclorometano (25,0 mL) e
adicionou-se 0 mesmo gota a gota a mistura reacional presente no baldo. A reacéo
foi acompanhada por CCD com hexano e acetato de etila (7,0:3,0; v/v) como
eluente. Utilizou-se como revelador da placa de CCD uma solucdo de acido
sulfarico/etanol a 15% v/v seguida de aquecimento. Apos o término da reacao, a
fase organica foi lavada com uma solucdo de NaOH 1,0 mol.L™, seguido de agua
destilada. A fase orgéanica foi seca com sulfato de sddio anidro, o sal removido por
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filtracdo simples, e o produto concentrado em rotaevaporador. A purificacdo foi

realizada por CCS, usando como eluente hexano e acetato de etila (7,0:3,0; v/v).

Figura 17 - Reacgédo de desprotecédo dos glicosideos.

0.0
Aco” N O\@ KOH.MeOH o \@
AcO" “'OAC R 0°C-ta. HO™ “'OH R

Fonte: Da autora.

A um baldo de 25,0 mL adicionou-se hidréxido de potassio (0,1 eq.) e metanol
absoluto (5,0 mL) e deixou-se solubilizar a base sob agitagdo magnética e banho de
agua-gelo. Na sequéncia, adicionou-se o glicosideo a ser desprotegido (1,0 eq.),
solubilizado em metanol absoluto (5,0 mL). Deixou-se sob agitacdo nas mesmas
condigdes por 20 minutos, acompanhando-se a reagdo com CCD, usando como
eluente hexano e acetato de etila (1,0:1,0; v/v). Utilizou-se solucdo de &cido
sulfarico/etanol a 15% v/v para revelar a placa de CCD. Ao final da reacao,
adicionou-se resina acida Amberlite® IRA-120 ao baldo e colocou-se sob agitacdo e
banho de agua-gelo até pH entre 6 e 7. Realizou-se filtracdo simples da mistura,
secou-se com sulfato de sédio anidro o filtrado, o sal removido por filtracdo simples,
e 0 produto concentrado em evaporador rotatério, obtendo-se, ao fim, o produto

desacetilado puro.
3.2.3.3.1 Dados de caracterizacao dos produtos glicosilados FNG01 e FNG05

B-D-glicopiranosideo de 2-metoxi-4-(2-propen-

o & 0.4 Om 1-il)-fenila
/\s]il): 5 8 Sélido branco amorfo
HOT4 s OH 757 s Rendimento: 79% - 4,1 g (8,2 mmol) a partir de
FNGO1 1,7 g de eugenol (10,3 mmol)
F.M.: C16H2,07 M.M.: 326,34 g.mol™
Rf: 0,68 (acetato de etila e metanol 6,5:3,5 v/v)
clogP: -0,03 £ 0,35
[a]o -41,0 (c 0,5, CH3OH) (Lit. -43,6; KIM et al.,
2004).
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IV (§ va, cM?): 3361 (O-H), 2919 (C-H), 1637 (C=C), 1510 (C=C ar), 1219 (C-O-C).
RMN de 'H (6; DMSO-d6; 200 MHz)*: 6,99 (d; 1H; Jus, na = 8,0 Hz; H5'), 6,83-6,75
(m; 1H; H2", 6,66 (d; 1H; H4"), 6,04-5,84 (m; 1H; H8", 5,10 (s; 1H; H sacaridico),
5,05-5,00 (m; 2H; H9"), 4,84 (d; 1H; Ju1, w2 = 6,5 Hz; H1), 3,74 (s; 3H; C1-OCHy),
3,69-3,18 (m; 11H; H sacaridicos e H7").

RMN de *C (6; DMSO-d6; 50 MHz)*: 148,9 (C1'), 144,8 (C6'), 138,0 (C8'), 133,4
(C3Y), 120,3 (C4"), 115,6 (C5"), 115,4 (C9), 112,9 (C2), 100,2 (C1), 77,0 (C3), 76,9
(Ch), 73,2 (C2), 69,7 (C4), 60,7 (C6), 55,6 (C1-OCH5).

*Atribuido segundo Vijayakumar; Divakar (2007).

B-D-glicopiranosideo de 4-formil-2-metoxifenila
Solido branco

F.F.: 184,3-186,6°C (Lit.: 185,0-187,0°C; REICHEL;
SCHICKLE, 1943)

Rendimento: 94% - 4,8 g (9,8 mmol) a partir de 1,6
g (10,5 mmol)

F.M.: C14H150s M.M.: 314,29 g.mol*

Rf: 0,67 (acetato de etila e metanol 6,5:3,5 v/v)
clogP: -1,32 + 0,39

[a]p -57,2 (c 0,5, CH30H)

IV (D wey €M?): 3300 (O-H), 2887 (C-H), 1658 (C=0), 1508 (C=C ar), 1265 (C-O-C).
RMN de 'H (5; DMSO-d6; 300 MHz)*: 9,86 (s; 1H; COH), 7,53 (dd; 1H; H4"), 7,43 (d,
1H, Ju2 ne = 1,8 Hz; H2Y), 7,27 (d, 1H, Jys, na = 8,4 Hz; H5"), 5,35 (d, 1H, J4 = 5,1 Hz;
H sacaridico), 5,12 (d, 1H, Jy = 4,4 Hz; H sacaridico), 5,09 (d, 1H, Ju1, v2 = 7,6 Hz;
H1), 5,06 (d, 1H, Jy = 5,2 Hz; H sacaridico), 4,56 (d, 1H, J4 = 5,6 Hz; H sacaridico),
3,84 (s; 3H; C1'-OCHy), 3,67 (dd, 1H, Jy = 10,5 Hz, J4 = 5,2 Hz, H6a), 3,50-3,46 (m,
2H, H2 e H6b), 3,31-3,18 (m, 3H, H3, H4 e H5).

RMN de *C (6; DMSO-d6; 75 MHz)*: 191,6 (C3-COH), 151,8 (C6'"), 149,3 (C1'),
130,6 (C3Y), 125,4 (C4"), 114,6 (C5"), 110,5 (C2), 99,4 (C1), 77,2 (C4), 76,8 (C3),
73,1 (C2), 69,6 (C5), 60,6 (C6), 55,7 (C1'-OCHy).

*Atribuido segundo Schwarz; Hofmann (2009).
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3.1.4 Métodos gerais para reacdes de oxidagcao dos derivados formilados
Dois métodos foram utilizados para a oxidacdo dos derivados formilados, nos

guais sao empregados diferentes agentes oxidantes, o Oxido de prata e o
permanganato de potassio.

3.1.4.1 Via 6xido de prata (adaptado de Pearl, 1950)

Figura 18 - Reagéo de oxidagdo com Oxido de prata.

RO Ag,O, NaOH 4,0 mol.L"" RO
H > OH
~0 55°C <o

0o O

Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo de 50,0 mL adicionou-se o derivado a ser
oxidado FNO1, FNM01 ou FNBO1 (1,0 eq.) e NaOH 4,0 mol.L™ (20,2 mL). Deixou-se
em agitacdo magnética até solubilizacdo do aldeido. Em seguida foi adicionado
oxido de prata (0,85 eq.) e colocou-se a mistura sob aquecimento a 55°C. A reacao
foi acompanhada por CCD com hexano e acetato de etila (7,0;3,0; v/v) como
eluente. Apos o término e resfriamento, a mistura reagente foi filtrada a vacuo para
remover 0s residuos de prata presentes. O filtrado foi acidificado até pH 2,0,
seguindo com a extracdo do produto da fase aquosa com acetato de etila. A fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro, o sal removido por filtracdo simples e

0 produto concentrado em rotaevaporador.
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3.1.4.2 Via permanganato de potassio (adaptado de Dignum et al., 2003).

Figura 19 - Reacgédo de oxidagdo com permanganato de potéssio.

RO KMnO, H,0 RO
_ -
~0 H 80°C ~0 OH

o) o)

Fonte: Da autora.

Em um balédo de fundo redondo de 25,0 mL adicionou-se o glicosideo FNGO01
a ser oxidado (1,0 eq.) e cerca de 3,5 mL de H,O destilada. A mistura formada foi
colocada sob aquecimento a 80°C. Na sequéncia, adicionou-se uma solucao de
KMnO, (1,2 eq.) em H,O destilada, gota a gota, durante 10 minutos. Apds essa
adicdo, deixou-se a mistura reagente sob as mesmas condi¢cdes por 1 hora. Em
seguida, fez-se uma filtracdo simples e lavou-se o residuo com agua destilada. O
residuo solido foi descartado e o filtrado foi acidificado até pH 2,0 com HCI
concentrado e extraido com acetato de etila. A fase organica foi seca com sulfato de
sédio anidro, o sal removido por filtragdo simples e o solvente eliminado em

rotaevaporador.

3.1.4.3 Dados de caracterizacdo dos produtos oxidados FNO2, FNM02, FNBO2 e

FNGO02
5 acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico

HO 6 4

Solido bege
® OH
S0 > F.F.: 206,8-207,8°C (Lit.: 207°C; TSUKERVANIK;
o SERGEEVA, 1947)
FNO02

Rendimento: 92% - 0,2 g (1,2 mmol) a partir de 0,2 g
(2,3 mmol)
F.M.: CgHgO4 M.M.: 168,15 g.mol™

Rf: 0,31 (hexano e acetato de etila 6,0:4,0 v/v)
clogP: 1,33+0,25 clogD: -1,41 (pH 7,4)

IV (5 e, CM7): 3480 (O-H), 2922 (C-H), 1732 (C=0), 1598 (C=C ar), 1207 (C-O-C).
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RMN de 'H (6; DMSO-d6; 300 MHz): 9,84 (s; 1H; C3-COO-H), 7,46-7,43 (m; 2H; H2
e H4), 6,83 (d; 1H; Jus, 4= 8,6 Hz; H5), 3,80 (s; 3H; C1-CHy).

RMN de *C (9; DMSO-d6; 75 MHz): 167,3 (C3-COOH), 151,2 (C6), 147,3 (C1),
123,6 (C4), 121,7 (C3), 115,1 (C2), 112,8 (C5), 55,6 (C1-O-CHy).

5 acido 3,4-dimetoxibenzoico
/O 6 4
Solido branco
~ ® _OH _
o 17 F.F.: 176,7-180,9 °C (Lit.: 178,0-180,0°C; ROW et al.,
© 1964)
FNMO02
Rendimento: 62%, 0,15 g (0,8 mmol) a partir de 0,216
g (1,3 mmol)

F.M.: CgH1004 M.M.: 182,17 g.mol™
Rf: 0,37 (hexano e acetato de etila 6,0:4,0 v/v)
clogP: 1,99 £ 0,25 clogD: -0,80 (pH 7,4)

IV (D wa, cm*): 3480 (O-H), 2938 (C-H), 1669 (C=0), 1514 (C=C ar), 1231 (C-O-C).
RMN de 'H (6; DMSO-d6; 300 MHz): 7,56 (dd; 1H; H4), 7,44 (d; 1H; Jus, 1a = 2,0 Hz;
H2), 7,03 (d; 1H; Jus, Ha= 8,5 Hz; H5), 3,81 (s; 3H; C1-CHjs), 3,79 (s; 3H; C6-CH3).
RMN de *C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 167,2 (C3-COOH), 152,6 (C6), 148,3 (C1),
123,2 (C4), 122,9 (C3), 111,9 (C2), 111,0 (C5), 55,6 (C1-OCHg), 55,4 (C6-OCHj3).

acido 3-metoxi-4-(fenilmetoxi)-benzdico

* @2\/ . Sélido branco
& ~O-8 4 F.F.: 169,2-171,7°C (Lit.: 171,0-172°C HEY; LOBO,
6" 7
3
~01 : OH 1954)
@) Rendimento: 46% - 0,44 g (1,8 mmol) a partir de

0,95 g (3,92 mmol)

F.M.: C1sH1404 M.M.: 258,27 g.mol™

Rf: 0,41 (hexano e acetato de etila 6,0:4,0 v/v)
clogP: 3,65 +0,26 clogD: 0,85 (pH 7,4)

IV (5 n, CM*): 3006 (O-H), 2831 (C-H), 1670 (C=0), 1583 (C=C ar), 1226 (C-O-C).
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RMN de 'H (6; DMSO-d6; 300 MHz): 7,55 (d; 1H; Jua ns = 8,3 Hz; H4), 7,47 (d; 1H;
Iz na = 1,6 Hz; H2), 7,44-7,33 (m; 5H; H2', H3', H4', H5' e H6') 7,13 (d; 1H; H5), 5,15
(s; 2H; H7), 3,80 (s; 3H; C1-CHsy).

RMN de *C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 167,2 (C3-COOH), 151,7 (C6), 148,7 (C1),
136,6 (C1'), 128,5 (C3' e C5'), 128,1 (C4"), 128,0 (C2' e C6'), 123,3 (C4), 123,1 (C3),
112,5 (C2), 112,3 (C5), 69,9 (C7), 55,6 (C1-O-CHy).

B-D-glicopiranosideo de 4-carboxi-2-
metoxifenila

solido branco

F.F.: 199,4-202°C

Rendimento: 72% - 0,431 g (0,86 mmol) a partir
de 0,6 g (1,2 mmol)

F.M.: C14H1509 M.M.: 330,29 g.mol*

Rf: 0,32 (acetato de etila e metanol 6,5:3,5 v/v)
clogP: -0,91 + 0,36 clogD: -3,77(pH 7,4)

[a]p -60,4 (c 0,5, CH30H)

IV (§ var, cM?): 3416 (O-H), 2884 (C-H), 1689 (C=0), 1509 (C=C ar), 1270 (C-O-C).
RMN de *H (6; DMSO-d6; 300 MHz)*: 7,51 (dd; 1H; Jus ns = 8,5 Hz; Jua 12 = 1,9 Hz;
H4"), 7,47 (d; 1H; H2", 7,15 (d; 1H; H5"), 5,31 (sl; 1H; H sacaridico), 5,10 (sl; 1H; H
sacaridico), 5,03 (d; 1H; Jy1, 12 = 7,4 Hz; H1), 4,55 (sl; 1H; H sacaridico), 3,81 (s; 3H;
C1'-OCHgy), 3,66 (d; 1H; Jy = 11,4 Hz; H6a), 3,47-3,28 (m; 7H; H sacaridicos).

RMN de **C (6; DMSO-d6; 75 MHz)*: 167,1 (C3'-COOH), 150,3 (C6'), 148,5 (C1),
124,1 (C3), 122,9 (C4"), 114,3 (C5"), 112,7 (C2", 99,5 (C1), 77,1 (C5), 76,9 (C3),
73,2 (C2), 69,6 (C4), 60,6 (C6), 55,6 (C1'-OCH5).

*Atribuido segundo Sakushima; Coskun; Maoka (1995).
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3.1.5 Método geral para as reacdes de reducdo via boridreto de soédio
(adaptado de Mochalov et al., 2016; Ward; Rhee, 1989)

Figura 20 - Reacgédo de redugéo com boridreto de sddio.
RO NaBH, NaOH 1,0 mol.L"" ROD\/
. »
~0 H etanol, 0°C - t.a. ~0 OH
o]
Fonte: Da autora.

Em um bal&do de fundo redondo de 50,0 mL adicionou-se o derivado a ser reduzido
(1,0 eq.) e etanol (2,0 mL). Deixou-se em agitacdo magnética até solubilizacdo do
aldeido, sob banho de gelo. Em seguida, foi adicionado boroidreto de sédio (1,0 eq.)
solubilizado em NaOH 1,0 mol.L™* (1,0 mL), gota a gota, durante 10 minutos. Apés
esse tempo a reacao foi deixada a temperatura ambiente e foi acompanhada por
CCD com hexano e acetato de etila (7,0;3,0; v/v) como eluente. Apds o término da
reacdao, colocou-se novamente o baldo em banho de gelo e adicionou-se HCl 20%
(v/v) gota a gota, até pH 2,0. A reacéo foi deixada sob agitacdo magnética em banho
de gelo por mais 10 minutos. Em seguida, quando houve a formacao de um solido,
filtrou-se a vacuo a mistura reacional lavando-se o sélido com agua gelada e o
produto foi mantido em dessecador. Quando ndo foi formado o sélido, o solvente da
reacao foi eliminado em evaporador rotatorio, o residuo foi ressuspendido em agua
destilada e extraido com diclorometano e, logo apés, lavou-se a fase organica com
uma solugéo saturada de cloreto de sédio. A fase organica foi seca com sulfato de
soédio anidro, o sal retirado por filtracdo simples e o produto final obtido apds

eliminacao do solvente em rotaevaporador.
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3.1.5.1 Dados de caracterizacado dos produtos reduzidos FNO3, FNM03, FNBO3 e

FNGO03
5 4-hidroxi-3-metoxi-benzenometanol
HO 6 4
Sélido branco
~ ’ OH .
O™ " 7 F.F.: 114,3-116,0°C (Lit.: 114-115°C; PEARL, 1946)
ENO3 Rendimento: 33% - 0,165 g (1,1 mmol) a partir de

0,500 g (3,3 mmol)

F.M.: CgH1003 M.M.: 154,16 g.mol™

Rf: 0,28 (hexano e acetato de etila 6,0:4,0 v/v)
clogP: 0,00 £ 0,24

IV (D wa, €cmM™): 3438 (O-H), 2943 (C-H), 1510 (C=C ar), 1232 (C-O-C).

RMN de 'H (6; DMSO-d6; 300 MHz): 6,86 (s; 1H; H2), 6,70-6,69 (m; 2H; H4 e H5),
4,36 (s; 2H; H7), 3,73 (s, 3H, C1-OCHpy).

RMN de *C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 147,9 (C1), 145,7 (C6), 133,8 (C4), 119,8 (C3),
115,5 (C5), 111,6 (C2), 63,6 (C7), 56,0 (C1-OCHy).

3,4-dimetoxi-benzenometanol

O.¢ > Oleo amarelo claro
- 4
D{/OH Rendimento: 62% - 1,260 g (7,5 mmol) a partir de
~
Oy 3 2,0 g (12,0 mmol)

F.M.: CgH1,03 M.M.: 168,19 g.mol™*
Rf: 0,31 (hexano e acetato de etila 6,0:4,0 v/v)
clogP: 0,77 £ 0,25

FNMO3

IV (D wa, cm™): 3480 (O-H), 2937 (C-H), 1513 (C=C ar), 1257 (C-O-C).
RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 6,83-6,73 (m; 3H; H2, H4 e H5), 4,51-4,49 (m; 2H;
H7), 3,79 (s; 6H; C1-OCHjz e C6-OCHg), 2,69-2,66 (m; 1H; C7-OH).



48

RMN de °C (¢; CDCls; 75 MHz): 148,8 (C1), 148,3 (C6), 133,5 (C3), 119,2 (C4),
110,9 (C2), 110,3 (C5), 64,8 (C7), 55,7 (C1-OCHs), 55,6 (C6-OCHs).

3 2-(4-(benzoxi)-3-metoxifenil)metanol

4 2
5 Solido branco
5 T O.s 4 .
i j@a\/ F.F.: 72,5-75,3°C (Lit.: 70,0 - 71,0°C ALLAIS; PLA;
OH
S0 : DUCROT, 2011)

FNBO3 Rendimento: 82% - 0,14 g (0,5 mmol) a partir de
0,2 g (0,8 mmol)
F.M.: C15H1603 M.M.: 244,29 g.mol™*
Rf: 0,48 (hexano e acetato de etila 6,0:4,0 v/v)
clogP: 2,43 £ 0,26

IV (® v, cm™): 3390 (O-H), 2931(C-H), 1513 (C=C ar), 1226 (C-O-C).

RMN de 'H (6; DMSO-d6; 300 MHz): 7,45-7,31 (m; 5H; H2', H3', H4', H5' e H6"),
6,97-6,94 (m; 2H; H2 e H5), 6,79 (dd; 1H; Jus, w2 = 1,9 HZz; Jua ns = 8,3 Hz; H4), 5,11
(t; 1H; Jon, s = 5,73 Hz; C8H,0OH), 5,05 (s; 2H; H7), 4,42 (d; 2H; Jus, on = 5,7 Hz;
H8), 3,76 (s; 3H; C1-CHs).

RMN de C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,1 (C1), 148,6 (C6), 137,4 (C1'), 135,6 (C3),
128,4 (C3' e C5'), 127,8 (C4'), 127,8 (C2' e C6'), 118,6 (C4), 113,6 (C2), 110,9 (C5),
70,1 (C7), 62,8 (C8), 55,5 (C1-O-CHy3).

B-D-glicopiranosideo de 4-(hidroximetil)-2-
metoxifenila

sélido branco

F.F.: 118,1-119,1°C (Lit.: 119,0-121,0°C EL-
GHAZOOLY et al., 2003)

Rendimento: 93% - 0,153 g (0,5 mmol) a partir de
0,163 g (0,52 mmol)

F.M.: C14H200s M.M.: 316,30 g.mol™

Rf: 0,64 (acetato de etila e metanol 6,5:3,5 v/v)
clogP: -2,23 £ 0,35

[a]p -50,4 (c 0,5, CH3OH) (Lit. -47,7; KOIKE et al.,
2010)
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IV (D ney cM?): 3542 (O-H livre), 3266 (O-H), 2918 (C-H), 1510 (C=C ar), 1264 (C-O-
C).

RMN de 'H (8; DMSO-d6; 300 MHz)*: 7,02 (d; 1H; Jus, 1a = 8,3 Hz; H5'), 6,93 (d; 1H;
Jhz, na = 1,8 Hz; H2"Y), 6,79 (dd; 1H; H4"), 5,19 (d; 1H; J4 = 4,5 Hz; H sacaridico), 5,10
(t; 1H; Jy = 5,7 Hz; C7'-OH), 5,05 (d; 1H; J4 = 3,7 Hz; H sacaridico), 4,99 (d; 1H; Jy =
4,4 Hz; H sacaridico), 4,86 (d; 1H; Jy1, v2 = 7,2 Hz; H1), 4,51 (t; 1H; Jy = 5,7 Hz; H
sacaridico), 4,41 (d; 2H; Ju7, on = 5,6 Hz; H7"), 3,75 (s; 3H; C1-OCHs), 3,66 (dd; 1H;
Jy = 4,0 Hz; Jy = 11,2 Hz; H6b), 3,49-3,45 (m; 1H; H6a), 3,30-3,15 (m; 4H; H2, H3,
H4 e H5).

RMN de **C (6; DMSO-d6; 75 MHz)*: 148,8 (C1'), 145,3 (C6"), 136,4 (C3'), 118,6
(C4), 115,3 (C5"), 111,1 (C2"), 100,3 (C1), 77,0 (C3), 76,9 (C5), 73,3 (C2), 69,8 (C4),
62,8 (C7"), 60,7 (C6), 55,6 (C1'-OCHs).

*Atribuido segundo Koike et al. (2010).

3.1.6 Método geral de reacdo de oxidacdo via dimetilsulfeto de borana
(adaptado de Barbosa et al., 2012; Hemelaere; Carreaux; Carboni, 2015;

Pepper; Sundaram; Dyson, 1971)

Figura 21 - Reacao de hidroboracéo/oxidacéo.

RO i) BH3.SMe, THF seco, 0°C - ta. RO
~ i) NaOH 1,0 mol.L"' H,O, 30% v/v, 0°C tb ~ OH
0 N i) Na ,0 mol.L"",H,05 o VIV, -ta. o)

Fonte: Da autora.

Em um balé@o de fundo redondo de 50,0 mL foi adicionada a substancia a ser
oxidada (1,0 eq.), vedou-se o baldo com septo de borracha e fez-se atmosfera de
argbnio. Em seguida, adicionou-se tetraidrofurano seco (15,0 mL) com auxilio de
seringa. Deixou-se sob agitacdo magnética em banho de gelo e atmosfera inerte por
10 minutos para adequacao da temperatura. Depois, foi adicionado dimetilsulfeto de
borana (2,0 eq.) gota a gota via seringa. Ap0s a adicdo, a mistura reagente ficou por
uma hora sob agitacdo em banho de gelo, seguida da retirada do banho gelo,
ficando por mais uma hora a temperatura ambiente. Completadas as duas horas, o

baldo foi novamente resfriado em banho de gelo, retirou-se a atmosfera de argdnio e
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procedeu-se com a adicdo de NaOH 1,0 mol.L™ (16,0 mL), gota a gota, tendo
cuidado com efervescéncia, seguida da adicdo de H,O, 30% v/v (20,0 mL), da
mesma forma. A mistura reacional permaneceu por mais 30 minutos em banho de
gelo, sob agitagdo, e uma hora a temperatura ambiente. Terminada a reacéao,
procedeu-se com a extragdo do produto com éter etilico e, logo apds, lavou-se a
fase organica com uma solucédo saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi
seca com sulfato de sodio anidro, o sal retirado por filtracdo simples, e o produto
concentrado em rotaevaporador. A purificagéo foi realizada por CCS com hexano e
acetato de etila (7,0:3,0; v/v) como eluente.

3.1.6.1 Dados de caracterizacdo dos produtos oxidados FNO4, FNMO04, FNB0O4 e

FNGO04
5 4-(3-hidroxipropil)-2-metoxifenol
HO ¢ 4 .
o Oleo amarelo
3
S0 > OH Rendimento: 74% - 0,88 g (4,8 mmol) a partir de 1,06
2 9
g (6,5 mmol)
FNO4

F.M.: C1oH1403 M.M.: 182,22 g.mol™
Rf: 0,17 (hexano e acetato de etila 7,0:3,0 v/v)
clogP: 0,85 £ 0,23

IV (D waiy cmM*): 3374 (O-H), 2934 (C-H), 1513 (C=C ar), 1267 (C-O-C).

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 6,81 (d; 1H; Jus, na = 7,8 Hz; H5), 6,69-6,66 (m;
2H; H2 e H4), 5,69 (s; 1H; C60H), 3,84 (s; 3H; C1-CHs); 3,65 (t; 2H; g, vs = 6,4 Hz;
H9), 2,62 (t; 2H; Jy7, us = 7,7 Hz; H7), 1,90-1,80 (m; 3H; H8 e C90OH).

RMN de **C (¢; CDCls; 75 MHz): 146,4 (C1), 143,6 (C6), 133,7 (C3), 120,8 (C4),
114,3 (C5), 111,0 (C2), 62,2 (C9), 56,8 (C1-O-CH3), 34,4 (C8), 31,7 (C7).
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O ¢ > 3-(3,4-dimetoxifenil)-propan-1-ol
/ 4
<o 38 5y Oleo amarelo
2 7 9 Rendimento: 76% - 0,82 g (4,2 mmol) a partir de
FNM04 1,08 g (5,5 mmol)

F.M.: C11H1603 M.M.: 196,24 g.mol™*
Rf: 0,15 (hexano e acetato de etila 8,0:2,0 v/v)
clogP: 1,62 + 0,24

IV (8 e, €M): 3374 (O-H), 2934 (C-H), 1513 (C=C ar), 1232 (C-O-C).

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 6,78-6,70 (m; 3H; H2, H4 e H5), 3,84 (s; 3H; C1-
OCHs), 3,83 (s; 3H; C6-OCHa), 3,64 (t; 2H; Juo, ns = 6,4 Hz; H9), 2,63 (t; 2H; Ju7, ns =
7,7 Hz; H7), 1,90-1,80 (m; 3H; H8 e C9OH).

RMN de *C (8; CDCls; 75 MHz): 148,8 (C1), 147,1 (C6), 134,4 (C3), 120,1 (C4),
111,7 (C5), 111,2 (C2), 62,1 (C9), 56,8 (C1-O-CHs), 56,7 (C6-O-CHs), 34,3 (C8),
31,6 (C7).

o g 3-metoxi-4-fenilmetoxi-benzenopropanol
5 Sélido amarelo
5 T O.s 4
6 7 F.F.: 53,6-55,8°C
3 2 _OH
S0 S Y v Rendimento: 83% - 0,134 g (0,5 mmol) a partir
FNBO04 de 0,153 g (0,6 mmol)

F.M.: C17H2003 M.M.: 272,34 g.mol™
Rf: 0,86 (hexano e acetato de etila 8,0:2,0 v/v)
clogP: 3,27 £ 0,25

IV (8 e, cM?): 3552 (O-H), 2835 (C-H), 1511(C=C ar), 1218 (C-O-C).

RMN de 'H (d; CDCls; 300 MHz): 7,44-7,25 (m; 5H; H2', H3', H4', H5' e H6'"), 6,80 (d;
1H; Jus, va = 8,1 Hz; H5), 6,74 (d; 1H; Iz, va = 2,0 Hz; H2), 6,66 (dd; 1H; H4), 5,11 (s;
2H; H7), 3,87 (s; 3H; C1-OCHs), 3,64 (t; 2H; Ju1o Ho = 6,42 Hz; H10), 2,63 (t; 2H; Jyg,
ho = 7,71 Hz; H8), 1,90-1,81 (m, 2H, H9).

RMN de *3C (6; CDCls; 75 MHz): 149,6 (C1), 146,6 (C6), 137,4 (C1'), 135,2 (C3),
128,5 (C3' e C5'), 127,8 (C4'), 127,3 (C2' e C86'), 120,3 (C4), 114,3 (C5), 112,4 (C2),
71,2 (C7), 62,2 (C10), 56,0 (C1-OCHs), 34,3 (C9), 31,7 (C8).
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o~ B-D-glicopiranosideo de 4-(3-hidroxipropil)-2-
6 .
HO 0. 0\6@1/\/ metoxifenila
5 .
2 5 8 -
HO 4™ "OH T OH  Sdlido bege
OH F.F. 114,0-117,0°C  (Lit.:  117,0-119,0°C
FNGO04

MAZUR et al., 2007)

Rendimento: 70% - 0,18 g (0,35 mmol) a partir
de 0,25 g (0,5 mmol)

F.M.: C16H240s M.M.: 344,36 g.mol™

Rf: 0,65 (acetato de etila e metanol 6,5:3,5 v/v)
clogP: -1,38 £ 0,34

[a]p -43,0 (c 0,5, CH30H)

IV (D var, cM?): 3364 (O-H), 2904 (C-H), 1513 (C=C ar), 1257 (C-O-C).

RMN de 'H (6; DMSO-d6; 300 MHz)*: 6,96 (d; 1H; Jus, na = 8,3 Hz; H5"), 6,79 (d; 1H;
Jhz, na = 1,9 Hz; H2"), 6,65 (dd; 1H; H4"), 5,15 (d; 1H; J4 = 4,5 Hz; H sacaridico), 5,03
(d; 1H; Jy = 3,15 Hz; H sacaridico), 4,97 (d; 1H; Jy = 5,04 Hz; H sacaridico), 4,82 (d;
1H; Jy1, w2 = 7,32 Hz; H1), 4,52-4,43 (m; 2H; H sacaridico e C9'OH), 3,73 (s; 3H; C1'-
OCHs), 3,65 (dd; 1H; Jy = 4,59 Hz; Jy = 10,63 Hz; H6b), 3,44-3,39 (m; 3H; H9' e
H6a), 3,28-3,13 (m; 4H; H2, H3, H4 e H5), 2,55-2,49 (m; 2H; H7'), 1,73-1,63 (m; 2H;
H8").

RMN de **C (6; DMSO-d6; 75 MHz)*: 148,9 (C1'), 144,6 (C6"), 137,0 (C3'), 120,1
(C4), 115,4 (C5Y, 112,9 (C2), 100,3 (C1), 77,0 (C5), 76,9 (C3), 73,3 (C2), 69,7 (C4),
60,7 (C6), 60,1 (C9'), 55,6 (C1'-OCHg), 34,6 (C8"), 31,2 (C7").

*Atribuido segundo Miyagawa et al. (2014).

3.2 AVALIACAO in vitro DA INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA ECA

A avaliacdo da atividade enzimatica in vitro foi realizada no laboratério de
Bioquimica Béasica da UNIFAL-MG, sob a orientacdo da Profa. Dra. Marilia Gabriella
Alves Goulart Pereira. Foram testadas as dezoito substancias obtidas
sinteticamente, além dos precursores eugenol e vanilina. O método empregado foi
baseado no descrito por Friedland e Silverstein (1976), adaptado por Pereira e
colaboradores (2010).
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Neste estudo, plasma de ratos Wistar foi empregado como fonte da enzima
ECA. Os substratos Hip-His-Leu (hipuril-L-histidil-L-leucina) e His-Leu (L-histidil-L-
leucina), assim como o0s demais reagentes utilizados, foram adquiridos
comercialmente (Sigma-Aldrich®).

Foram preparadas solugbes estoques das substancias avaliadas na
concentracdo de 10,0 mmol.L”* em agua ultrapura MilliQ® contendo 5,0% (v/v) de
DMSO. Essa solucdo foi usada para os testes de triagem e, partir dela, foram
realizadas diluicbes a fim de se obterem as concentracdes necessarias para a
aquisicdo dos valores de Cls,. Para a investigacdo desse parametro foram
selecionadas as substancias que foram ativas estatisticamente e que, ainda,

inibissem ao menos 60% da atividade enzimatica.

3.2.1 Ensaios de triagem das substancias a concentracéao fixa

A andlise foi iniciada pela incubagédo de 31,0 uL da solucdo preparada para
cada substancia em teste com 30,0 pL de plasma e 94,0 yuL de tampé&o borato de
s6dio a 0,4 mol.L™ (pH 8,3), contendo NaCl e sacarose a 0,9% e 0,32 mol.L™%, por 30
minutos a 37°C. Nessa solucao, apos diluicdo, a concentracdo final das substancias
em teste foi de 2,0 mmol.L". Na sequéncia, & mistura formada por plasma,
substancia em teste e tampao foram adicionados 6,7 pL do substrato Hip-His-Leu a
5 mmol.L™ e a mistura incubada novamente por 30 minutos a 37°C. O controle
negativo da reacédo foi preparado com o mesmo tampédo, plasma e substrato,
seguido de incubagcdo nas mesmas condi¢des. O controle positivo foi preparado nas
mesmas condicées, utilizando o captopril a 10,0 ymol.L™* como inibidor.

A reacdo enzimética foi finalizada com a adicdo de 360,0 yL de NaOH 0,34
mol.L™. Apés a finalizagédo da reacdo, adicionou-se 30,0 uL de orto-ftaldeido em
metanol (100mg/mL), e, ap6s 10 minutos, 60,0 uL de HCI 3 mol.L™,

As misturas resultantes foram homogeneizadas em agitador tipo vortex e os
valores de fluorescéncia obtidos em fluorimetro operando com comprimento de onda
para excitacdo de 365 nm e emissdo de 495 nm (Cary Eclipse, Varian®).

A curva padrdo para His-Leu (0-80 nmol) foi preparada nas mesmas
condi¢cdes do ensaio.
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As medidas foram realizadas em duplicatas e sdo oriundas de trés
experimentos independentes. Os resultados obtidos em nmol de His-Leu/min/mL de
plasma foram convertidos em porcentagem de atividade enzimatica, tomando-se por

100 % de atividade a absorbéancia obtida com o controle negativo.

3.2.2 Determinacédo da Concentracao Inibitéria de 50% da atividade enzimética
(Clso)

As solucdes estogues das amostras selecionadas apdés a triagem foram
diluidas de forma a obterem-se solucbes com concentracdes no intervalo de 0 a 4
mmol.L™. Estas foram tratadas da mesma forma descrita no procedimento de
triagem.

O célculo do Clsg foi realizado a partir da equacdo da reta do grafico de
regressao linear da porcentagem de inibicio da ECA pela concentracdo das

substancias testes.

3.2.3 Andlise estatistica

Os dados quantitativos foram apresentados como a média + desvio padréo
(DP). Diferencas estatisticas foram determinadas de acordo com a analise de
variancia one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de comparacdes multiplas de

Dunnett e de Tukey, tendo como nivel de confianca 95% e de significancia 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante do exposto anteriormente, foi proposta a sintese de uma série de
substancias tendo por base a exploracdo de duas regides presentes nos fendis
naturais de partida, eugenol e vanilina: a hidroxila fendlica e o grupo posicionado
para em relacdo a ela (FIGURA 22). Desse modo, foram propostas variacdes
referentes ao volume e hidrofobia dos grupos inseridos nestas posicfes. Esta
exploracdo estrutural poderia apontar 0s requisitos mais apropriados para uma

afinidade adequada entre o inibidor e a ECA.

Figura 22 — Modifica¢cBes propostas para obtencdo de candidatos a iECA.

FN-Ry:  H-% 01-Ryi S
FNM-R;: HsC—} Q
02-Ry )J\OH
FNB-R;: ©\/§
03 -Ry: 2/\o|-|
O
FNG-Ry: MO 04-R; " OH
HO" "OH
OH o)

05 - R,: %JJ\H

Fonte: Da autora.

A partir da obtencdo e caracterizagdo das substancias propostas, foram
realizados os testes de inibicdo da ECA in vitro com intuito de avaliar a capacidade
de inibir a enzima em questdo. As substancias para as quais se encontrou inibicdo
significativa foram avaliadas quanto ao seu valor de Clsg. Dessa forma, foi possivel
estabelecer relagbes iniciais entre 0s substituintes empregados e a atividade

observada.
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4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS PROPOSTOS

4.1.1 Sintese dos derivados FNBO1 e FNB05

A reacdo de benzilacdo do eugenol e da vanilina, para formacdo do FNBO1 e
FNBO5, respectivamente, foi realizada conforme descrito por Wang e colaboradores
(2014). A escolha desse método deve-se a utilizacdo de condigbes mais brandas
para que a reacdo ocorra, em comparacdo com outros métodos descritos na
literatura, nos quais se empregam bases fortes e altas temperaturas, o que muitas
vezes nao condiz com a estabilidade das substancias envolvidas. A reacéo teve
duracdo média de 2 horas.

O mecanismo proposto para essa reacdo encontra-se ilustrado na figura 23.
Essa reacdo possivelmente ocorre por um mecanismo de substituicdo nucleofilica
unimolecular (Sy1), pelo qual ha a formacao de um carbocation benzilico, pela perda
de brometo a partir do brometo de benzila. A formacédo desse carbocation é possivel
visto que 0 mesmo é estabilizado por efeito de ressonancia com os elétrons das
ligacdes n do anel aromético. Em seguida, o fendxido formado da desprotonacao do
material de partida, em meio bésico, faz um ataque nucleofilico ao carbono benzilico
do carbocation. Esse ataque leva a formacdo do éter respectivo. Os produtos
obtidos passam a conter, entdo, um grupo lipofilico de alto volume, o que podera
influenciar na sua atividade frente a enzima, bem como em suas caracteristicas
farmacocinéticas (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).
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Figura 23 — Mecanismo proposto para a reacao de benzilagéo.

Etapa 1:
@ @
—_— - R e -~ @
Br ® ® + Br
Etapa 2:
O, /\ 0 O@K@ 0
VR, ol ee . Jee
~ K O oK P HO 0O K
R o] R o]

Etapa 3: /\
e @
0 K @ O\/©
I R e T S Sy
R o~ R o~

Fonte: Da autora.

Ao se observar o espectro de absorcdo no IV da substancia FNBO1
demonstrado na Figura 39 (p. 87), notam-se bandas entre 2830-3061 cm™ referentes
aos estiramentos de ligacdes C-H. Os estiramentos relativos as absor¢des dos anéis
aromaticos estdo representados em 1508-1589 cm™. Os grupos éter geram bandas
em 1137-1258 cm™, relativas ao estiramento C-O.

No espectro de RMN de *H, Figura 40 (p. 88), da substancia FNBO1, podem
ser observados os hidrogénios do anel aromatico da molécula precursora nos sinais
a ¢ 6,85, onde observa-se um dupleto equivalente ao H5 que acopla-se com o H4, o
gual observa-se como um duplo dupleto a ¢ 6,69, e o sinal do H2, que também
acopla-se com o H4, como um dupleto a ¢ 6,77. O sinal dos hidrogénios da metoxila
estdo representados como um simpleto a ¢ 3,90. A cadeia alilica esta representada
nos multipletos entre ¢ 5,92 a ¢ 6,05 equivalente ao H9, e entre ¢ 5,07 a ¢ 5,14
referente ao H10, sendo os hidrogénios que possuem dupla ligacdo, o hidrogénio H8
encontra-se representado no dupleto a ¢ 3,35. Por fim, confirma-se que a reacao foi
bem sucedida pela presenca do sinal dos hidrogénios do grupo benzilico H7 no
simpleto a ¢ 5,15 e pelos sinais de hidrogénios aromaticos equivalentes aos H2', H3',
H4', H5' e H6' na regido entre 6 7,48 a ¢ 7,31.

No espectro de RMN de *C da substancia FNBO1, Figura 41 (p. 89), notam-

se 0s sinais referentes a cadeia alilica onde em ¢ 39,7 esta o sinal referente ao C8, e
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em 6 137,5 e em ¢ 115,5 os sinais do C9 e do C10, respectivamente. O sinal do
carbono da metoxila encontra-se a ¢ 55,8. Os carbonos do anel aromatico ligados
diretamente ao oxigénio estdo representados nos sinais em ¢ 149,6 e em ¢ 146,5,
sendo o C1 e o C6, nesta ordem. Os sinais do C2 encontra-se a ¢ 114,2, do C3 a ¢
133,2, do C4 a ¢ 120,3, C5 a ¢ 112,4. O C7 do grupo benzilico adicionado é
observado no sinal a 6 71,1 e os demais sinais do anel aromatico desse grupo sao
notados nos sinais a ¢ 137,5 do C1', ¢ 128,4 dos carbonos C3' e C5', a ¢ 127,6 do
C4'ea127,1 dos carbonos C1' e C6'.

No subespectro de DEPT-135, confirmam-se as atribui¢cdes feitas, mostrando
trés sinais de carbonos metilénicos em fase oposta equivalentes ao carbonos C8, C7
e C10 (FIGURA 42, p. 90).

No caso da substancia FNBO5 observa-se em seu espectro no IV,
demonstrado na figura 43 (p. 91), as bandas em comum com FNBO1 e, como maior
diferencial, a banda em 1677 cm™, referente ao estiramento da ligacdo C=0 de
aldeidos. Como esperado, a banda para OH fendlica esta ausente.

Da mesma forma ao observado para a substancia FNBO1, no espectro de
RMN de 'H da substancia FNBO5, podem ser observados os hidrogénios do anel
aromatico da molécula precursora e do grupo benzilico adicionado na regido de o
7,44 a 6 6,97. O sinal do H7 do grupo benzilico € observado no simpleto a ¢ 5,22 e o
sinal dos hidrogénios metoxilicos a ¢ 3,92. Diferente do anterior nota-se o sinal a
9,82 atribuido ao hidrogénio ligado diretamente a carbonila, caracteristico de grupo
aldeido (FIGURA 44, p. 92).

No espectro de RMN de **C da substancia FNBO5, Figura 45 (p. 93), o sinal
do carbono do grupo aldeido é notado a ¢ 190,8. Os sinais referentes aos carbonos
aromaticos do precursor e do grupo benzilico adicionado encontram-se na regido
esperada e semelhante ao mostrado para a substancia anterior. O sinal a ¢ 70,8
representa o C7 do grupo benzilico adicionado e o sinal do carbono da metoxila

encontra-se a ¢ 56,0.
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4.1.2 Sintese dos derivados FNMO01 e FNM05

A reacdo de O-metilagéo foi empregada para obtencdo dos produtos FNMO1
e FNMO5, tendo o eugenol e a vanilina como precursores. O método empregado foi
descrito por Coolen et al. (1995), sendo uma forma classica para obtencdo de
derivados metilados. A duracdo média da reacao foi de cinco horas.

Na figura 24 encontra-se demonstrado 0 mecanismo proposto para a reacao,
sendo uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2). Primeiramente ocorrera a
desprotonacdo da hidroxila fendlica pela base presente no meio, o carbonato de
potassio, auxiliado pelo solvente polar aprotico presente. O fendxido formado faz um
ataque nucleofilico ao iodeto de metila, ocorrendo uma heterélise da ligacédo entre
carbono e iodo, o que libera o iodeto, bom grupo abandonador (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012). Dessa forma, esses fendis tém bloqueadas suas
hidroxilas e diminuida a possibilidade de efetuar ligagcdes de hidrogénio via esta

subunidade.

Figura 24 — Mecanismo proposto para a reacao de O-metilagéo.
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Fonte: Da autora.

Observa-se nos espectros de absorcdo no IV das substancias FNMOl1 e
FNMO5 a auséncia de bandas relativas ao estiramento de OH fendlica, indicativo de
sucesso das reacdes (FIGURAS 47 - p. 95 e 51 - p. 99, respectivamente). Além
disso, podem ser observadas bandas em 1238-1257 cm™ relativas a estiramentos

dos grupos éter C-O.
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Pelos espectros de RMN de 'H dessas substancias observa-se que a reacéo
foi bem sucedida pela presenca dos sinais relativos aos hidrogénios da metoxila
agora inserida. Para a substancia FNMO1 observa-se dois sinais a ¢ 3,86 e a 3,85
gue indicam a presenca dos hidrogénios das duas metoxilas ligados a C1 e a C2,
respectivamente (FIGURA 48, p. 96). Do mesmo modo, no espectro da substancia
FNMO5, notam-se sinais na regido de ¢ 3,92 equivalentes aos hidrogénios das duas
metoxilas presentes, em C1 oriunda do precursor e em C6 formada apds a reacéo
(figura 52, p. 100). Os demais sinais dos hidrogénios arométicos, cadeia alilica no
caso de FNMO1 e aldeido para FNMO5 também podem ser observados, como
esperado.

Nos espectros de RMN de '3C observam-se os sinais dos carbonos das
metoxilas oriundas da O-metilacdo em ¢ 55,7 para a substancia FNMO1,
demonstrado na Figura 49 (p. 97), e a o 56,0 para a substdncia FNMOS5,
demonstrado na Figura 53 (p. 101).

4.1.3 Sintese dos derivados FNGO01 e FNGO05

Para que seja possivel realizar as reacdes de glicosilacdo, a glicose
inicialmente deve passar por reacdes de acetilacdo, para que as hidroxilas fiquem
protegidas nas reacdes subsequentes e, em seguida, reacao para formar o brometo
de glicosila, o qual ira possibilitar a ocorréncia das reacées de glicosilacao.

A reacao de acetilagdo da D-glicose foi realizada a partir do que foi descrito
por Deng, Gangadharmath e Chang (2006), levando a formacéao do derivado GLO1.
Nessa reacgdo utiliza-se anidrido acético como reagente acilante, acido sulfurico
como catalisador e irradiacdo ultrassoénica, o qual leva a menores tempos de reacao
e ndo necessidade de aquecimento, em relacdo ao método tradicional (Conchie;
Levvy; Marsch, 1957). O mecanismo proposto para tal reacdo encontra-se

demonstrado na figura 25.
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Figura 25 — Mecanismo proposto para a reacao de acetilagcdo da D-glicose.
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Fonte: Da autora.

Para a formacdo do brometo de glicosila foi usado o método descrito por
Conchie, Levvy e Marsch (1957), o qual consiste em duas etapas. A primeira etapa
consiste na formacéo de &cido bromidrico anidro a partir de sua solu¢cdo aquosa, por
tratamento com anidrido acético. Em um segundo momento, essa solucdo foi
adicionada lentamente a uma solu¢cdo do monossacarideo peracetilado, o que leva
ao deslocamento do grupo acetoxila anomérico e substituicdo estereosseletiva por
um atomo de bromo. O produto formado, GL02, foi obtido com elevado rendimento,
sem necessidade de métodos de purificagdo adicionais. Na figura 26 esta

demonstrado o0 mecanismo proposto para essa reacao.
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Figura 26— Mecanismo proposto para formacao do brometo de glicosila.
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Fonte: Da autora.

O método empregado para a sintese dos glicosideos a partir de fendis foi
descrito por Hongu, Saito e Tasujihara, (1999). Foram utilizados como precursores 0
eugenol e a vanilina para obtencdo dos derivados FNGO1 e FNGOS5,
respectivamente, e estes foram posteriormente usados para obtencdo dos demais
produtos glicosilados. Apés a reacdo de O-glicosilagdo, os derivados passaram por
uma reacao de transesterificacdo para desprotecdo das hidroxilas do
monossacarideo e obtencdo dos produtos finais (FNGO1 e FNGO05), adaptado do
método descrito por Conchie, Levvy e Marsch (1957). A duracdo média para a
reacdo de O-glicosilacao foi de 24 horas, com rendimentos dentro do esperado. Ja a
reacdo de desprotecdo teve duragcdo média de 30 minutos e seu rendimento foi
guantitativo.

O mecanismo pelo qual ocorre a reacao de O-glicosilacdo, demonstrado na
figura 27, € via Sy2. O fendxido originado da desprotonacdo do eugenol ou da
vanilina faz um ataque nucleofilico ao carbono anomérico do sacarideo deslocando
o0 atomo de bromo. A reacdo ocorre com catélise de transferéncia de fase, o que

acelera a reacao entre o reagente idnico da fase aquosa e 0s substratos organicos
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insollveis em agua presente no solvente organico, com isso o transferidor de fase,
no caso o brometo de tetrabutilamonio, ira transferir os anions da fase aquosa para a
organica, na forma de pares ibnicos. Na fase organica, estes anions encontraram-se
ndo solvatados (livres) e muito reativos, desempenhando, assim seu papel na
reacdo (LANG; COMASSETO, 1988). A formacdo do glicosideo na configuracédo B
deve-se ao fato das reacGes Sy2 ocorrerem com inversdo de configuracao, visto que
0 nucledfilo aproxima-se do carbono eletrofilico pelo lado oposto ao grupo
abandonador, interagindo com o orbital antiligante formado pela ligacdo deste
carbono com o bromo e isso faz com que a ligagdo formada seja oposta, a 180° da
ligacdo rompida (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).

Figura 27 — Mecanismo proposto para reacdo de O-glicosilaco.

Etapa 1:

Fonte: Da autora.

Na figura 28 encontra-se demonstrado o mecanismo classico de reagdo para
a desprotecdo dos glicosideos, a qual, nestas condi¢des, também €& denominada de
transesterificacdo. O primeiro passo envolve a formacdo de metoxido de potassio,
em uma reacdo acido-base entre o metanol e o hidréxido de potassio. O &nion
metoxido, por sua vez, ird desacetilar a subunidade sacaridica dos glicosideos em
um mecanismo de substituicdo acilica. A adicdo de resina catibnica ao meio
reagente faz com que o intermediario polialcoxi seja finalmente protonado, o que
leva aos glicosideos desejados. (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).



Figura 28 — Mecanismo classico proposto para reacao de desprotecao.
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Os estudos realizados por Ren (2015) sugerem um outro mecanismo para a

desprotecdo que envolve a formacdo de um complexo de ligagcdo de hidrogénio

entre a hidroxila do metanol e o anion OH" da base. Por esse mecanismo alguns

fatores, como a presenca de dgua no meio, ndo influenciaria a rea¢do. Na figura 29

encontra-se demonstrado 0 mecanismo proposto, observa-se a formacdo de um

estado de transicdo onde ocorre a quebra da ligacdo do oxigénio e a acetila,

liberando o alcool, agua e acetato de metila.
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Figura 29 — Mecanismo proposto para reacdo de desprotecao.
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Fonte: adaptado de REN (2015).

Pela figura 55 (p. 103), na qual encontra-se demonstrado o espectro no IV da
substancia FNGO01, notam-se as bandas referentes aos grupos funcionais presentes
na estrutura, destacando-se a banda a 3361 cm™ relativa aos estiramentos de
ligacbes O-H da subunidade sacaridica.

No espectro de RMN de 'H dessa substancia, mostrada na figura 56 (p. 104),
podemos confirmar a glicosilagéo pelos sinais caracteristicos de acgucares. Os sinais
a 6 5,10 e entre ¢ 3,69-3,18 referem-se aos hidrogénios presentes na unidade
glicosidica, sendo que estes sinais estdo sobrepostos aos hidrogénios H7'. Ressalta-
se o sinal do hidrogénio sacaridico H1 a ¢ 4,84 que possui uma constante de
acoplamento caracteristica de glicosideos com configuracdo anomérica  (J = 6,5
Hz). Além desses sinais, notam-se demais sinais relativos as outras regifes da
estrutura.

Na figura 57 (p. 105), encontra-se o espectro de RMN de **C da substancia
FNGO1. Destacam-se os sinais da unidade sacaridica, o carbono C1 localiza-se a
100,2 ppm, 0 C3 a 77,0 ppm, 0 C5 a 76,9 ppm, o0 C2 a 73,2 ppm, 0 C4 a 69,7 ppm e
o0 C6 a 60,7 ppm. Pelo subespectro DEPT-135 (FIGURA 58, p. 106), confirmam as
atribuicbes feitas anteriormente, observando-se 0s sinais relativos aos carbonos
metilénicos em fase oposta.

Para a substancia FNGO05 as mesmas inferéncias podem ser feitas, exceto
pela existéncia do grupo formila na estrutura. No espectro no IV dessa substancia,

destacam-se as bandas em 3300 cm™ relativa ao estiramento de ligacdes O-H do
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acucar e a banda em 1658 cm™ relativa ao estiramento da ligagdo C=0 da carbonila
do grupo aldeido (FIGURA 59, p. 107).

Na figura 60 (p. 108), encontra-se representado o espectro RMN de 'H dessa
substancia, no qual podem ser evidenciados o sinal caracteristico do hidrogénio de
aldeido a ¢ 9,86 e os sinais dos hidrogénios sacaridicos na regiao entre ¢ 5,35 a ¢
3,18. Dentre estes sinais, aquele referente a H1, em ¢ 5,09, comprova a obtencédo do
andémero B (J=7,6 Hz) .

No espectro de RMN de *3C de FNGO5, Figura 61 (p. 109), notam-se todos 0s
sinais esperados, destacando-se 0s provenientes dos carbonos sacaridicos no
intervalo de 99,4-60,6 ppm. A ¢ 191,6, o sinal referente ao carbono carbonilico. Tais
informacdes podem ser confirmadas pelo subespectro DEPT-135 (FIGURA 62, p.
110).

4.1.4 Sintese dos derivados FN0O2, FNMO02, FNB02 e FNGO02

Os derivados da série 02 foram obtidos a partir de reacdo de oxidacdo do
grupo aldeido presente nas substancias vanilina (precursora de FNO02), FNMO05
(precursor de FNMO02), FNBO5 (precursor de FNBO02) e FNGO5 (precursor de
FNGO02), a acido carboxilico.

O método usado na oxidagdo da vanilina (FNO5), FNMO05 e FNBO5 foi descrito
por Pearl (1950) e se trata do emprego de 6xido de prata em meio basico. Essa
reacdo envolve um agente oxidante relativamente brando e seletivo, ndo afetando
outros grupos oxidaveis nas moléculas envolvidas. Possivelmente, a reacdo ocorre
por formacéo, em meio alcalino, dos hidratos dos aldeidos e subsequente oxidac&o
dos mesmos (JAMES, 2015).

Para a oxidacdo de FNGO5 foi utilizado outro método, descrito por Dignum et
al. (2003), que emprega KMnO, em aquecimento. Por essa metodologia foi possivel
oxidar o aldeido a acido de forma eficaz quando o precursor se encontra glicosilado.
Isso se deve ao fato de a metodologia via 0xido de prata exigir condi¢des alcalinas,
0 que € incompativel com a manutencédo da unidade sacaridica peracetilada ou com
o isolamento do produto de alta polaridade obtido (FIGURA 30). O mecanismo exato
pelo qual ocorrem as reac¢des ndo foi encontrado durante as pesquisas bibliograficas

realizadas.
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Essas oxidagcbes mostraram-se muito eficientes, considerando cada caso
particular, levando a rendimentos elevados e produtos puros apOs reacdes que

duraram cerca de 1,5 hora.

Figura 30 — Comparagdo dos métodos de oxidacao aplicados ao derivado glicosila
FNGO5.
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Fonte: Da autora.

Ao se analisar o espectro de absorcédo no IV das substancias desse grupo,
FNO2, apresentado na Figura 63 (p. 111), FNMO02, apresentado na Figura 67 (p.
115), FNBO2, apresentado na Figura 71 (p. 119) e FNGO02, apresentado na Figura
75 (p. 123), podem ser destacadas as bandas referentes ao estiramento de ligacéo
O-H do &cido carboxilico que se encontram em cerca de 3000 cm™ como uma banda
larga. A banda de estiramento de ligacdo de C=O situada a cerca de 1670 cm™
também é indicativo para a formac&o do acido carboxilico.

Nos espectros de RMN de H dessas substancias, encontram-se os sinais
esperados para os constituintes das estruturas. Sendo que o sinal do hidrogénio da
hidroxila &cida, que comprovaria a ocorréncia da rea¢do, ndo pode ser notado em
todos os espectros pelo mesmo sofrer trocas com o deutério no solvente usado na
analise (FIGURAS 64 - p. 112, 68 - p. 116, 72 - p. 120, 76 - p. 124). Porém, pode-se
obter tal informacéo nos espectros de RMN de *3C dessas substancias, onde o sinal
do carbono carbonilico tipico de acido carboxilico pode ser notado na regido de
167,0 ppm (FIGURAS 65 - p. 113, 69 - p. 117, 73 - p. 121, 77 - p. 125). Pelos
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subespectros DEPT-135, apresentados nas figuras 66 (p. 114), 70 (p.118), 74 (p.
122) e 78 (p. 126), todas as atribuicées feitas no espectro de RMN de **C podem ser
confirmadas, evidencia-se a formacédo dos produtos esperados pela auséncia do

sinal de carbono hidrogenado de aldeidos, presentes nos precursores.

4.1.5 Sintese dos derivados FNO3, FNMO03, FNB0O3 e FNGO03

A reacdo de reducgédo vida boridreto de sédio foi adaptada dos estudos feitos
por Ward e Rhee (1989) e Mochalov e colaboradores (2016). Essa reacdo foi
realizada para obtencao dos derivados alcoodlicos FNO3 (a partir da vanilina), FNM03
(a partir de FNMO05), FNBO3 (a partir de FNB05) e FNGO03 (a partir de FNGO05).

A escolha desse método deve-se a utilizagdo de condicbes mais brandas para
gue a reacdo ocorra, visto que o boridreto de sédio € um agente redutor menos
reativo que o hidreto de aluminio e litio, o qual também é empregado para conversao
de aldeidos a alcoois. Isso permite, por exemplo, o uso de mistura bifasica de
solventes, como etanol-agua ou mesmo solvente orgéanico isolado, sem secagem
prévia. A duragdo média para término da reacgéo foi de 30 minutos.

O mecanismo envolvido nesta reacdo esta demonstrado na figura 31. O
boridreto de sodio funciona como um doador de hidreto para a carbonila do aldeido.
Primeiramente, um hidreto do NaBH,4 é doado ao carbono carbonilico, gerando um
alcoxido. Este, ao ser tratado com o acido, na segunda etapa, protona-o, conduzindo
ao alcool primario esperado. As etapas descritas sao repetidas até que todos
hidrogénios do boro sejam transferidos as demais moléculas de aldeido (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012).
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Figura 31 — Mecanismo proposto para reacdo de reducdo via NaBH,.
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Fonte: Da autora.

Demonstrados nas figuras 79 (pag. 127), 83 (pag. 131), 87 (pag. 135) e 91
(pag. 139) estdo os espectros no IV das substéancias FNO3, FNM03, FNBO3 e
FNGO3, respectivamente. Entre as bandas presentes equivalentes aos grupos
funcionais presentes na estrutura destacam-se as bandas na regido de 3400 cm™
relativas ao estiramento de ligacdo O-H. A auséncia da banda de estiramento de
carbonila de aldeidos também é um indicativo da reagéo ter ocorrido.

Quanto aos seus espectros de RMN de *H, apresentados nas figuras 80 (p.
128), 84 (p. 132), 88 (p. 136) e 92 (p. 140), notam-se em todos 0S espectros 0s
sinais confirmatério da reducdo na regido de 4,40 ppm que referem-se aos
hidrogénios ligados ao carbono do alcool benzilico. Os hidrogénios das hidroxilas
alcodlicas sado notados nos sinais entre ¢ 2,69-2,66 para FNM03, em ¢ 5,11 para
FNBO3, e em ¢ 5,10 para FNGO03, esse hidrogénio nem sempre é notado devido a
troca com o deutério do solvente.

Nos espectros de RMN de *C destacam-se os sinais na regido de § 63,0
relativos ao carbono metilénico do alcool benzilico, que indicam a ocorréncia da
reducdo (FIGURAS 81 - p. 129, 85 - p. 133, 89 - p. 137, 93 - p. 141). Pelos
subespectros de DEPT-135, confirmam-se as atribui¢cdes feitas, especialmente pelo
sinal em fase oposta a cerca de ¢ 63,0 atribuido ao carbono metilénico oriundo da
reducdo (FIGURAS 82 - p. 130, 86 - p. 134, 90 - p. 138, 94 - p. 142).
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4.1.6 Sintese dos derivados FN04, FNM04, FNB04 e FNGO04

A reacdo de hidroboracdo-oxidacdo foi realizada por adaptacdo dos
procedimentos descritos em diferentes trabalhos (BARBOSA et al.,2012,
HEMELAERE; CARREAUX; CARBONI, 2015; PEPPER; SUNDARAM; DYSON,
1971). Por meio desta reacao foram obtidos os derivados FNO4, FNMO04, FNBO0O4 e
FNGO04. O eugenol foi oxidado diretamente para obtencdo do derivado FNO4. Os
compostos FNMO1, FNBO1 e FNGO1 foram os precursores para a sintese de
FNMO04, FNB04 e FNGO04, nesta ordem.

O mecanismo dessa reacdo, apresentado na figura 32, tem por fundamento a
obtencdo de um alcool priméario a partir de uma hidratacdo anti-Markovnikov de
alceno e utiliza comumente os reagentes denominados boranas. Neste caso,
empregou-se o complexo dimetilsulfeto de borana, amplamente utilizado para esse
propésito (BARBOSA et al.,2012, HEMELAERE; CARREAUX; CARBONI, 2015;
PEPPER; SUNDARAM; DYSON, 1971).

O atomo de boro é importante nesse contexto por possuir um orbital p livre, o
gual sofrerd os ataques nucleofilicos envolvidos na reacdo. Os elétrons da dupla
ligacdo da cadeia alilica do substrato estabelecem ligacdo com este orbital (Etapa
1). Esse processo ocorre para os trés atomos de hidrogénio ligados ao boro, o que
resultard em um intermediario trialquilico de boro. Em seguida, o anion peroxido,
formado na etapa em que se adiciona NaOH e H,O, leva a um rearranjo estrutural
(Etapa 2). Na sequéncia, este produto de rearranjo é levado ao intermediario
alcoxido (Etapa 3), o qual vai ao produto final por protonacao (Etapa 4). Sabe-se que
essa reacdo ocorre de forma a obter um alcool primario devido ao impedimento
estérico do boro que, devido ao seu tamanho, ndo consegue aproximar-se do
carbono mais interno da dupla ligacdo. Diante disso, ele se ligard ao carbono
terminal do alceno, enquanto o hidrogénio se associa ao mais interno (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012).
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Figura 32 — Mecanismo proposto para a reacao de hidroboracao-oxidacéo.
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Nos espectros no IV das substancias desse grupo, FN04, FNM04, FNB04 e
FNGO4, apresentados das figuras 95 (p. 143), 99 (p. 147), 103 (p. 151) e 107 (p.
155), respectivamente, podem ser notadas as bandas relativas ao estiramento de
ligacdo O-H na regi&o de 3360 cm™.

Pelos espectros de RMN de 'H destas substancias pode ser destacado o
padrédo dos sinais relativos a subunidade hidroxipropilica (FIGURAS 96 - p. 144, 100
- p. 148, 104 - p. 152, 108 - p. 156). Como exemplo, observa-se para FN0O4 o tripleto
a o0 3,65 (referente ao hidrogénio, destacado em -CH,CH,CH,OH), o tripleto a ¢ 2,62
(referente ao carbono benzilico, -CH,CH,CH,OH) e o multipleto em ¢ 1,90-1,80
(atribuido aos hidrogénios destacados em -CH,CH,CH,OH, possivelmente
sobrepostos ao sinal da hidroxila alcodlica). Para a substancia FNGO04 alguns
desses sinais estdo sobrepostos a sinais de hidrogénios sacaridicos.

Nos espectros de RMN de *3C, figuras 97 (p. 145), 101 (p. 149), 105 (p. 153)

e 109 (p. 157), observam-se sinais a aproximadamente ¢ 31,7, 34,4 e 62,2, relativos
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a cadeia propilica, o que pode ser confirmado pela analise do subespectro de DEPT-
135, figuras 98 (p. 146), 102 (p. 150), 106 (p. 154) e 110 (p. 158), pelos sinais de
carbonos metilénicos em fase oposta.

Todos os demais sinais de RMN de 'H e de '*C apresentados estdo de
acordo com o esperado para as demais regides das estruturas.

4.2 AVALIACAO in vitro DA INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA ECA

Esses ensaios foram baseados na reacdo de hidrélise do substrato Hip-His-
Leu pela ECA ao dipeptideo His-Leu, no qual sua concentracéo esta correlacionada
a atividade enzimética. Ao se inserir uma substancia com capacidade de inibir essa
enzima, a reacdo entre enzima-subtrato estaria diminuida, levando a uma menor
formacéao do dipeptideo final.

A hidrélise do tripeptideo Hip-His-Leu € empregada como fundamento de
diferentes metodologias que buscam avaliar a atividade da ECA. Alguns estudos
realizam a quantificacdo do &cido hipurico liberado apds a reacdo enzimatica, em
vez do dipeptideo, sendo empregados como métodos de deteccdo a
espectrofotometria na regido do ultravioleta (CHAUDHARY et al., 2013; CHEN;
KANG, 2014; LOHITH et al., 2006) ou a cromatografia liquida de alta eficiéncia (LI et
al., 2015; MNAFGUI et al., 2013; SIMARATANAMONGKOL et al., 2014).

Neste trabalho, quantificou-se o dipeptideo formado, His-Leu, através de
técnica fluorimétrica (FRIEDLAND; SILVERSTEIN, 1976; LEITE; SALGADO, 1992;
PEREIRA et al., 2010). A escolha por métodos fluorimétricos deve-se a facilidade e
a sensibilidade deste comparado a outros que necessitam da extracdo do acido
hiparico para a quantificagcdo, sendo que, muitas vezes, substancias como o0s

lipideos podem influenciar nesse processo.
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Figura 33 — Representacao da hidrélise do substrato Hip-His-Leu pela acdo da ECA.
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Fonte: Da autora.

O método de quantificacdo empregado neste trabalho baseia-se na medida
fluorimétrica de um produto de derivatizacdo do dipeptideo His-Leu pelo reagente
orto-ftalaldeido. Esse produto estaria presente em maiores concentracdes quando o
ensaio fosse realizado normalmente e, ao se adicionar as substancias testes, tal
concentragdo diminuiria de acordo com a capacidade de inibicdo da enzima pelas
mesmas.

A reacdo do ortoftaldeido com His-Leu é uma opcdo eficiente, rapida,
altamente sensivel e que necessita de pequenas quantidades de enzima para
deteccao da reacao (FRIEDLAND; SILVERSTEIN, 1976).

Figura 34 — Representagdo da reagdo proposta entre o dipeptideo
His-Leu e o derivatizante orto-ftaldeido.
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Fonte: Da autora.

Para os ensaios de triagem foi utilizada a concentracdo de 2,0 mmol.L™, tendo
por base o valor de Clso da mistura de glicosideos da vanilina relatados na literatura
(1,1 + 0,10 mmol.L™* LOHITH et al., 2006) que, dentre os produtos naturais descritos
em nosso trabalho, possuia o valor mais elevado de Clso. Assim, tentou-se abranger
uma concentragdo maior para que fosse possivel avaliar de forma mais efetiva a

inibicdo da enzima.
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Na figura 35 pode ser observado o conjunto de resultados obtidos da triagem,

expressos como atividade enzimatica encontrada apds tratamento com cada

substancia.
Figura 35 — Influéncia das substancias teste sobre a atividade da ECA a
concentracgéo fixa de 2,0 mmol.L™.
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Fonte: Da autora.
Notas: * Estatisticamente diferente (p<0,05) do grupo controle de acordo com analise de
variancia ANOVA e p0s-teste de Dunnett.

As substéncias que mostraram atividade inibitéria sobre a ECA de forma
significativa foram a FNO1, FNO2, FNMO1, FNMO02, FNGO1l, FNGO02, FNGO3 e
FNGO5 (TABELA 1). Destas, as substancias FNO1, FNGO1 e FNGO5 ja tiveram
atividade relatada.

A partir destes resultados algumas inferéncias podem ser feitas sobre o perfil
da atividade observada com as modificagOes realizadas na estrutura. Na figura 35,
observa a atividade da ECA, em porcentagem, na auséncia de inibidores, sob a
acdo do captopril e sob a acdo das substancias em teste. Das substancias
avaliadas, de forma geral, aquelas com grupos hidrofébicos mais volumosos
(FNBO01-05) ndo apresentaram atividade inibitoria na concentragdo utilizada. Isso
provavelmente ocorreu devido a falta de um sitio de interacdo hidrofébica que
permita o reconhecimento do grupo benzila pela enzima.

Pode-se observar que as substancias FNM01 e FNMO02, oriundas de O-
metilacéo, levaram a cerca de 50% de inibicdo da atividade enzimética. Contudo os
demais representantes do mesmo grupo ndo apresentaram diferenca estatistica. O

fato de outros derivados metilados ndo terem demonstrado atividade pode ser
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devido as orientacdes espaciais assumidas pelas substancias em seu sitio de
ligacdo na enzima, possivelmente favorecidas por uma combinacdo adequada com o
grupo em posicao para a hidroxila entdo metilada.

Assim como para as substancias metiladas, dois integrantes do grupo dos
derivados com hidroxila fendlica livre apresentaram atividade significativa de inibicao
da ECA, sendo eles o eugenol (FNO1) e o derivado FNO2. Como relatado nos
estudos dos grupos de Mnafgui (2013) e Chaudhary (2014), o eugenol é ativo como
inibidor da ECA, o que se confirmou nos ensaios realizados. A substancia FN02, que
apresenta um grupo carboxilico em posicdo para a hidroxila fendlica, deve ter
afinidade aumentada pelo sitio de ligacdo na enzima mediada por este grupo. Como
ocorre com o enalaprilato, e com outros farmacos iIECA dicarboxilados, a existéncia
da carboxila na forma ionizada contribui significativamente com o reconhecimento
pela enzima, em vista de se envolver em ligacdo coordenada com o céation zinco da

metalo-enzima.

Tabela 1 - Perfil de atividade das substancias em teste e seus percentuais de inibi¢cdo

Substancia Atividade Porcentagem de inibicdo
FNO1 Ativo 100,0%
FNO2 Ativo 68,2%
FNO3 Inativo -
FNO4 Inativo -
FNO5 Inativo -

FNMO1 Ativo 46,9%
FNMO02 Ativo 51,6%
FNMO3 Inativo -
FNMO04 Inativo -
FNMO5 Inativo -
FNBO1 Inativo -
FNBO2 Inativo -
FNBO3 Inativo -
FNBO4 Inativo -
FNBO5 Inativo -
FNGO1 Ativo 92,7%
FNGO02 Ativo 82,7%
FNGO03 Ativo 60,4%
FNGO04 Inativo -
FNGO05 Ativo 63,2%

Fonte: Da autora.
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De forma geral, as substancias que apresentaram melhor inibicdo da ECA
foram as que possuem um residuo glicosidico como substituinte. Tal fato evidencia a
importancia de grupos polares na estrutura das substancias que, conforme estudos
anteriores podem estar relacionados a coordenacdo com 0 zinco presente no sitio
ativo da enzima (LI et al.,, 2015). Dentre elas, somente um represente nao
apresentou atividade significativa, o FNGO04. Entretanto, acredita-se que a hidroxila
alcodlica da aglicona de FNG04 esteja em uma posicdo desfavoravel para sua
interacdo com o sitio de ligacdo da enzima, contrario ao que talvez ocorra com a
substancia FNGO03 que possui um menor distanciamento entre a hidroxila e o anel
aromatico.

A partir desta triagem, as substancias que apresentaram maior atividade
inibitéria da ECA foram investigadas quanto a sua poténcia, expressa como o valor
de concentracdo capaz de inibir a atividade da enzima em 50% (Clso). Das oito
substancias ativas avaliadas, aquelas que possuiam como substituinte um grupo
metila, FNM0O1 e FNMO02, nédo tiveram seu valor de Clso determinados, visto que sua
capacidade de inibicdo foi inferior a 60%, valor este usado para definir quais
substancias teriam tal concentragdo determinada (FIGURA 36).

Figura 36 — Substancias testes com atividade inibitéria sobre a ECA acima de 60%.
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Fonte: Da autora

Para algumas destas substancias, ja existem descritos na literatura seu valor
de Clsp. O eugenol, nas condigbes empregadas neste ensaio, resultou em um valor
de Clso de 1,7 + 0,3 mmol.L™, o que difere do obtido pelos estudos de Chaudhary e
colaboradores (2014), da ordem dede Clso de 0,3 + 0,02 mmol.L™, e de Mnafgui e
colaboradores (2013), que relataram Clso de 0,8 + 0,02 mmol.L™. Essa diferenca de

valores provavelmente deve-se as metodologias empregadas nos ensaios, visto que



77

foi utilizada a enzima isolada, enquanto que no NOSSO caso a mesma estava em uma
matriz  biolégica mais complexa, representada pelos demais constituintes
plasmaticos. Um outro motivo pode ser a diferenca quanto ao método de deteccéao
utilizado, como a espectrometria na regido do ultravioleta e cromatografia liquida de

alta eficiéncia.

Figura 37 — Comparacéo dos valores de Cls (mmoI.L'l) dos
melhores inibidores da ECA.
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Fonte: Da autora.

Notas: * Estatisticamente diferente de FNO1, # Estatisticamente
diferente de FNGO05, (p<0,05) de acordo com analise de
variancia ANOVA e pds-teste de Tukey.

Nao foram encontrados relatos de investigacdo de FNGO1l e FNGO5,
isoladamente, como IECA. Todavia, o trabalho de Lohith e colaboradores (2006)
destacou estudos frente a ECA com misturas de outros glicosideos de eugenol (Clsg
de 0,5 + 0,04 mmol.L™Y) e deste glicosideo de vanilina associado a outros dois (1,1 +
0,10 mmol.L'%), substancias ja apresentadas nas figura 6 e 7. Em nosso trabalho,
contudo, foi encontrado o valor de Clso de 1,0 + 0,15 mmol.L™ para FNGO1 e de 1,8
+ 0,2 mmol.L™" para FNG05, mas ambas substancias testadas tratam-se de 1-O-B-
glicosideos puros.

Os valores de Clsg calculados para as substancias carboxiladas foram de 1,3
+ 0,3 mmol.L™ (FN02) e 1,1 + 0,2 mmol.L™ (FNG02). Como j& aventado, a interacdo

7

dessas substancias com a ECA provavelmente é otimizada pela interacdo do
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carboxilato com o zinco do sitio ativo, mas também pode ser resultante da atracéo
eletrostatica por um residuo de aminoacido catidnico da enzima (LIMA, 1999).
Semelhante ao encontrado para essa substancia, FNG03 apresentou o Clsg no valor
de 1,0 + 0,2 mmol.L™, e a presenca do &lcool benzilico para em relacéo a unidade
sacaridica também deve auxiliar na interacdo com regiées no sitio de ligacdo na
ECA. Diante do exposto, observa-se que, de forma geral, as substancias que
possuem um residuo glicosidico em sua estrutura apresentam uma melhor
capacidade de inibicdo da ECA, o que corrobora os estudos de Li e colaboradores
(2015) que defendem a influéncia dessas hidroxilas sacaridicas na quelacdo do
zinco presente no sitio ativo dessa enzima, sendo uma regido importante para
ocorréncia da acao esperada (LIMA, 1999).

O uso de eugenol por via sistémica tem sido um desafio, em vista de sua
lipofilia acentuada, palatabilidade inadequada e suscetibilidade a rea¢gGes oxidativas
voltadas ao fenol livre. Assim, uma das vantagens dos derivados glicosilados sobre
seus analogos equipotentes ndo-glicosilados pode ser a sua maior solubilidade em
agua e estabilidade quando comparado aos fenois (JENG et al., 1994).

O derivado carboxilado FNGO02, por sua vez, mesmo ligeiramente menos
potente que o glicosideo do eugenol, pode ser mais vantajoso que ele em estudos
futuros, pois carece do grupo toxicoférico alila presente em FNO1 e FNGOL1. Este
grupo pode ser biotransformado por reacbes de fase | mediadas por enzimas
microssomais do metabolismo humano a epoéxido (FIGURA 38), o qual € um
eletrofilo que pode alquilar e tornar ndo-funcionais biomoléculas essenciais como
acidos nucléicos e enzimas (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; LUO; QATO;
GUENTHNER, 1992).
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Figura 38 - Representacdo da biotransformacéo de substancias alilicas a
epoxidos e reacao deste com bionucledfilos.
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Fonte: Da autora.

Ao se considerar aspectos que controlariam a biodisponibilidade dessas
substancias que tiveram seu valor de Clsy determinados, prevé-se que FNO1 e FNO2
possuem os valores de logP/logD mais compativeis com 0 necessario para serem
absorvidas, porém, pelos aspectos comentados acima, FNGO02 seria uma opc¢éo
mais adequada para a continuidade dos estudos, entretanto apresenta logP inferior
a zero, indicando possuir problemas potenciais para difusdo por membranas
biolégicas, em vista da alta hidrossolubilidade. Isso na verdade ndo deve ser
encarado como limitacdo, uma vez que ha estratégias, como o preparo de pro-
farmacos mais lipossollveis, que poderiam contornar esta questdo de solubilidade
(CHIN; FERREIRA, 1999).

Finalmente, ressalta-se que estudos de modelagem molecular, especialmente
os de docagem entre estes ligantes e a ECA, permitirdo avaliar a maneira pela qual
ocorrem as interacbes entre as substancias inibidoras e o alvo molecular. No
momento, estes estudos in silico estdo em fase final de processamento e o0s
mesmos poderdo guiar estudos futuros de otimizagdo estrutural com estes

compostos.
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5 CONCLUSOES

Nesse trabalho foram sintetizadas com sucesso dezoito substancias, a partir
do eugenol e da vanilina, todas ja descritas na literatura. Todos os derivados tiveram
sua identidade estrutural confirmada por métodos espectroscopicos usuais de 1V,
RMN de *H e **C.

Quando avaliadas como inibidoras da ECA, notou-se que seis delas (FNO1,
FNGO1, FN0O2, FNG02, FNGO03 e FNGO05) inibiram a atividade desta enzima acima
de 60%. Os derivados com substituintes polares na hidroxila fendlica levaram aos
melhores resultados de Clsg, destacando-se os glicosideos FNGO01, FNGO02 e
FNGO03.

Corroborando trabalhos ja descritos, acredita-se que as hidroxilas da unidade
sacaridica cooperem na coordenacdo com o zinco do sitio ativo e que 0S grupos
polares nas agliconas, como a carboxila de FNGO02 e o alcool de FNGO03, auxiliem no
ancoramento a um sitio catibnico ou a um grupo participante de ligacdo de
hidrogénio. Estas especulacbes estdo sob avaliacdo em estudos de modelagem
molecular.

Diante do exposto, conclui-se que essas substancias servem de prototipos

para otimizacéo estrutural e futuras investigacdes como candidatos a agentes IECA.
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APENDICE

Figura 39 — Espectro de absorgdo na regido do IV da substancia FNBO1.
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Figura 40 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNBO1 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 41 — Espectro de RMN de **C da substancia FNBO1 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 42 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNBO1 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 43 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNBO5.
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Figura 44 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNB05 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 45 — Espectro de RMN de **C da substancia FNB0O5 (CDCls, 300 MHz).

—F \
L -
S
5@\/06 4
s 7
3
~04 H
2
~MmoOomo
FNB05 RERIZ
mt 8BRS
RO
|
,‘g oD r~
g I, : B S
Q
o D -+
e i
5T |
i
) Mriphiupmed Ay Ay i m“';-*Jﬁ‘- Mo a b e VAN AL A A Al e o Py
Y T 1 A | i T T T \ ] \ T T T T T T T M T A T T T M 1] 1 T T ] T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 f1300)90 80 70 60 50 40 30 20 10 10
ppm

Fonte: Da autora.

93



Figura 46 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNBO5 (CDCls;, 75 MHz).
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Figura 47 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNMOL.
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Figura 48 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNM01 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 49 — Espectro de RMN de **C da substancia FNM01 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 50 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNMO01 (CDCls;, 75 MHz).
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Figura 51 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNMO05.
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Figura 52 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNM05 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 53 — Espectro de RMN de **C da substancia FNMO05 (CDCl;, 300 MHz).

190.8297

110.3178
~108.6528
56.0836
559179

<

—130.0553
—126.7916

~ —=149 5465

y—— 154 4123
2

E

——

P e

3
3
3
.
E
1
4

» 1 T
210 200 190

Y T \{ T ¥ T I T

T T
110 100 90 80 70 60 50
1 (ppm)

T T

T 1 T y 1 T T 1 T
180 170 160 150 140 130 120

40 30 20 10

Fonte: Da autora.

101



Figura 54 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNMO05 (CDCls;, 75 MHz).
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Figura 55 — Espectro de absor¢do na regido do IV da substancia FNGO1.
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Figura 56 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNG01 (DMSO- dg, 200 MHz).
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Figura 57 — Espectro de RMN de **C da substancia FNG01 (DMSO- dg, 50 MHz).
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Figura 58 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNG01 (DMSO-dg, 50 MHZz).
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Figura 59 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNGO5.
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Figura 60 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNG05 (DMSO- dg, 300 MHz).
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Figura 61 — Espectro de RMN de "*C da substancia FNG05 (DMSO- dg, 75 MHz).
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Figura 62 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNG05 (DMSO-dg, 75 MHZz).

o 8 35 I T DO @ ©

8 g &5 S 8838 2 &

5 & e = Coms o o

= - - - L= P~ 0 o v

I [ V7 [ ]

1
MMMWWMM: AT o HWL\M[&WMMWW
v T T g T T Y T T v T T T T T T T T T T T M T T M T T v T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 f11(00 )90 80 70 80 50 40 30 20 10 0 -10 20
ppm

Fonte: Da autora.

110



Figura 63 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNO2.
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Figura 64 — Espectro de RMN de *H da substancia FN02 (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 65 — Espectro de RMN de **C da substancia FN02 (DMSO- dg, 75 MHz).
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Figura 66 — Subespectro DEPT-135 da substancia FN02 (DMSO- dg, 75 MHz).
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Figura 67 — Espectro de absorgdo na regido do IV da substancia FNMO02.
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Figura 68 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNM02 (DMSO- ds, 300 MHz).
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Figura 69 — Espectro de RMN de **C da substancia FNM02 (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 70 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNM02 (DMSO- dg, 75 MHz).
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Figura 71 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNBO02.
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Figura 72 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNB02 (DMSO- dg, 300 MHz).
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Figura 73 — Espectro de RMN de **C da substancia FNB02 (DMSO- ds, 75 MHz).
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Figura 74 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNB02 (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 75 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNGO02.
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Figura 76 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNG02 (DMSO- dg, 300 MHz).
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Figura 77 — Espectro de RMN de **C da substancia FNG02 (DMSO- dg, 75 MHz).
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Figura 78 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNG02 (DMSO-dg, 75 MHZz).
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Figura 79 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNO3.
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Figura 80 — Espectro de RMN de 'H da substancia FN03 (DMSO- dg, 300 MHz).
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Figura 81 — Espectro de RMN de **C da substancia FN03 (DMSO- dg, 75 MHz).
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Figura 82 — Subespectro DEPT-135 da substancia FN0O3 (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 83 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNMO03.
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Figura 84 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNM03 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 85 — Espectro de RMN de **C da substancia FNM03 (CDCl; 75 MHz).
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Figura 86 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNM03 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 87 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNBO03.
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Figura 88 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNB03 (DMSO-dg, 300 MHz).
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Figura 89 — Espectro de RMN de **C da substancia FNB03 (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 90 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNB03 (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 91 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNGO03.
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Figura 92 — Espectro de RMN de 'H da substancia FNG03 (DMSO- dg, 300 MHz).
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Figura 93 — Espectro de RMN de **C da substancia FNG03 (DMSO- dg, 75 MHz).
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Figura 94 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNG03 (DMSO-dg, 75 MHZz).
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Figura 95 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNO4.
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Figura 96 — Espectro de RMN de 'H da substancia FN04 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 97 — Espectro de RMN de **C da substancia FN04 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 98 — Subespectro DEPT-135 da substancia FN04 (CDCl;, 75 MHz).
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Figura 99 — Espectro de absor¢ao na regido do IV da substancia FNMO04.

T i | fp'—\/-—mrww I Pmim[

T \ |

(=] [=]
8 ‘ g 1
=
e

o
a| 1
9 C6YE—
L9yLEE—
~ 258982
1£'5882—

S¥iivi—

by

o
{#\
yoesrl

STEIW|— e

L2 YE6Z— =

m,LCH_QI.'ZSll'\.

98°L6Z 1~

6L°2E21—

LS'¥20L—

w
LO'ELSL

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 800
Wavenumber (cm-1)

Fonte: Da autora.



148

Figura 100 — Espectro de RMN de *H da substancia FNM04 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 101 — Espectro de RMN de **C da substancia FNM04 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 102 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNM04 (CDCls;, 75 MHz).
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Figura 103 — Espectro de absorcao na regido do IV da substancia FNBO04.
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Figura 104 — Espectro de RMN de *H da substancia FNB04 (CDCl;, 300 MHz).
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Figura 105 — Espectro de RMN de **C da substancia FNB04 (CDCl;, 75 MHz).
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Figura 106 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNB04 (CDCls;, 75 MHz).
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Figura 107 — Espectro de absorcao na regido do 1V da substancia FNG04.
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Figura 108 — Espectro de RMN de *H da substancia FNG04 (DMSO- dg, 300 MHz).
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Figura 109 — Espectro de RMN de **C da substancia FNG04 (DMSO- dg, 75 MHZz).
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Figura 110 — Subespectro DEPT-135 da substancia FNG04 (DMSO-dg, 75 MHZz).
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