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RESUMO

A Doenca de Chagas, doenca tropical negligenciada, afeta principalmente a América
Latina e é causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, o qual vive e se
reproduz em diversas células e tecidos. Os sinais e sintomas dessa doenca s&o
bastante variaveis, sendo caracterizada por possuir uma fase aguda e uma fase
cronica, esta ultima relacionada aos efeitos mais graves da doenca, levando a sérias
complicacBes e frequentemente ao 6bito. Os farmacos para o tratamento da doenca
sao escassos, sendo o benznidazol o de escolha, o qual atua principalmente na fase
aguda e apresenta efeitos adversos significativos. Nesse sentido, a necessidade de
descoberta de novos farmacos tripanocidas € imperativa e os produtos naturais séo
fontes potenciais nesse contexto. Neolignanas sao metabdlitos secundarios
encontradas em determinadas espécies vegetais e um de seus representantes, a
licarina A, exerce diversas atividades bioldgicas ja bem relatadas, entre elas a
tripanocida. Desta forma, representa substancia promissora como ponto de partida
para o desenvolvimento de agentes tripanocidas otimizados. Tendo isso em vista,
objetivou-se com este trabalho a sintese e avaliacao bioldgica de derivados da licarina
A, com vistas a descoberta de produtos tripanocidas mais ativos e menos toxicos que
ela, a fim de se colaborar com a descoberta de novo agente contra o T. cruzi. A licarina
A foi obtida por método biossintético empregando isoeugenol, agua de coco (Cocos
nucifera L.) e peréxido de hidrogénio. Na sequéncia, realizaram-se modificacbes
estruturais direcionadas majoritariamente a hidroxila fendlica da licarina A (via reacdes
de eterificacdo) e a sua cadeia propenilica (via reagdes de oxidacdo). Os produtos
finais foram obtidos com rendimentos adequados aos objetivos do trabalho e foram
caracterizados pelos métodos espectroscopicos e espectrométricos usuais. Na
sequéncia, foram submetidos a avaliacdo in vitro de seu potencial tripanocida contra
diferentes formas evolutivas do parasita, além de citotoxicidade em células Vero®.
Apenas a licarina A e os derivados com alteragcdo na cadeia propenilica tiveram
resultados relevantes no ensaio anti-epimastigota e, por iSso seguiram para a
avaliacdo contra formas amastigotas e tripomastigotas. Nestes ensaios, o destaque
foi para o derivado di-hidroxilado DL07, o qual apresentou valor de Clso de 1,23 pg.mL"
L contra as formas amastigotas. Frente a estes resultados, esse composto e a licarina

A, a titulo de comparacdo, seguiram para ensaios in vivo em camundongos



previamente infectados com T. cruzi, nos quais foi possivel notar importante redugéo
da parasitemia nos animais tratados com DLO7 na dosagem de 100 mg.kg™t. Além
desse efeito antiparasitario in vivo, observou-se maior sobrevida dos animais tratados
com DLO7 que com aqueles submetidos a licarina A, indicando sua menor toxicidade
em relagdo ao precursor. Adicionalmente, foram realizados estudos de ancoragem
molecular das substancias sintetizadas com a enzima tripanotiona redutase, um alvo
molecular importante na busca de novos agentes contra o T. cruzi e verificou-se que
DLO7 foi o composto que apresentou interacdo mais estavel com a enzima. Os
resultados computacionais obtidos mostraram que a presenca de uma cadeia lateral
di-hidroxilada em vez do grupo propenilico e do grupo 4-cloro benzilico como
substituinte no fenol da licarina A sdo pontos importantes para interacdo com o sitio
ativo da enzima em estudo. Estudos computacionais adicionais de previsdo de
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas ainda apontaram que o derivado
DLO7 possui uma boa probabilidade de ser absorvido pelo trato gastrointestinal e ndo
atravessar a barreira hematoencefalica, além de ndo possuir nenhuma regido de sua
estrutura que tenha impacto negativo para a atividade. Com isso, constatou-se com
este estudo que o derivado di-hidroxilado DLO7 é superior a licarina A como agente
tripanocida, assim como no quesito seguranca. Associado aos bons perfis de
interacdo in silico com a tripanotiona redutase e de propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas, defende-se DLO7 como um excelente protétipo para exploracdes
guimico-medicinais futuras com vistas a descoberta de novos candidatos a farmacos

tripanocidas.

Palavras-chave: Licarina A; neolignanas; doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease, a neglected tropical disease, affects mainly Latin America and is
caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi, which lives and reproduces in
different cells and tissues. The signs and symptoms of this disease are quite variable,
being characterized by having an acute phase and a chronic phase, the latter related
to the most serious effects of the disease, leading to serious complications and often
death. Drugs for the treatment of the disease are scarce, with benznidazole being the
one of choice, which acts mainly in the acute phase and has significant adverse effects.
In this sense, the need to discover new trypanocidal drugs is imperative and natural
products are potential sources in this context. Neolignans are secondary metabolites
found in certain plant species and one of their representatives, licarin A, exerts several
well-reported biological activities, including trypanocide. Thus, it represents a
promising substance as a starting point for the development of optimized trypanocidal
agents. With this in mind, the objective of this work was the synthesis and biological
evaluation of derivatives of licarin A, with a view to discovering more active and less
toxic trypanocidal products, in order to collaborate with the discovery of a new agent
against the T. cruzi. Licarin A was obtained by a biosynthetic method using isoeugenol,
coconut water (Cocos nucifera L.) and hydrogen peroxide. Subsequently, structural
modifications were carried out, mainly directed to the phenolic hydroxyl of licarin A (via
etherification reactions) and its propenyl chain (via oxidation reactions). The final
products were obtained in suitable yields to the objetives with this work and were
characterized by the usual spectroscopic and spectrometric methods. Afterwards, they
were submitted to an in vitro evaluation of their trypanocidal potential against different
evolutionary forms of the parasite, in addition to cytotoxicity in Vero® cells. Only lycarin
A and derivatives with modifications in the propenyl side chain had good results in the
anti-epimastigote assay and, therefore, They both were evaluated against amastigote
and trypomastigote forms. In these tests, the dihydroxy derivative DLO7 was the most
active compound, which presented an ICso value of 1.23 ug.mL! against amastigote
forms. In view of these results, this compound and licarin A, for comparision, were used
for in vivo tests in mice pre-infected with T. cruzi, in which it was possible to notice an
important reduction in parasitemia in animals treated with DLO7 at a dose of

100 mg.kg™. In addition to this in vivo antiparasitic effect, a longer survival rate was



observed in animals treated with DLO7 than in those submitted to licarin A, indicating
its lower toxicity compared to the precursor. Additionally, molecular docking studies of
the substances synthesized with the enzyme trypanothione reductase, an important
molecular target in the search for new agents against T. cruzi, were carried out, and it
was found that DLO7 was the compound that showed the most stable interaction with
this enzyme. The computational results obtained showed that the presence of a
dihydroxylated side chain instead of the propenyl group and the 4-chloro benzyl group
as a substitute in the licarin A phenol are important points for interaction with the active
site of the enzyme under study. Additional computational studies to predict
physicochemical and pharmacokinetic properties also pointed out that the DLO7
derivative has a good probability of being absorbed by the gastrointestinal tract and
not crossing the blood-brain barrier, in addition to not having any region of its structure
that has a negative impact on the activity. Thus, it was found in this study that the
dihydroxy derivative DLO7 is superior to licarin A as a trypanocidal agent, as well as in
terms of safety. Associated with good in silico interaction profiles with trypanothione
reductase and physicochemical and pharmacokinetic properties, DLO7 is defended as
an excellent prototype for future chemical-medicinal studies with a view to discovering

new candidates for trypanocidal drugs.

Keywords: Licarin A; neolignans; Chagas disease; Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase americana € uma doenca infecciosa
que afeta principalmente a América Latina. E causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi que vive e se reproduz em diversas células e tecidos de
hospedeiros mamiferos. O tratamento etioldgico disponivel, realizado com o0s
farmacos benznidazol ou nifurtimox, é eficaz no tratamento da fase aguda da infeccéo,
mas insuficiente para induzir cura em cerca de 80% dos pacientes na fase cronica.
Adicionalmente, induzem muitos efeitos toxicos (Kratz et al., 2018). Por ser causa de
problemas clinicos, principalmente alteracdes cardiacas debilitantes, que geram um
reflexo negativo na economia dos paises endémicos, a doenca de Chagas, que faz
parte da lista de doencas negligenciadas mundialmente, foi selecionada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o desenvolvimento de medicamentos e
tratamentos novos e mais efetivos (ALVIM JUNIOR et al., 2005; WHO, 2020).

A otimizacdo de substancias naturais que ja possuem atividades biolégicas
conhecidas é uma estratégia eficaz de abordagem em Quimica Medicinal, pois
fornece um caminho cientificamente embasado para o planejamento racional de novas
substancias bioativas. As neolignanas sdo uma classe de produtos naturais
encontrada em diversas espécies vegetais, formadas a partir do acoplamento de
subunidades de fenilpropanoides. Estudos demonstram que estas substancias
apresentam multiplas atividades biolégicas como antimicrobianas, anti-inflamatoérias,
entre outras. Um de seus representantes é a licarina A, um composto di-
hidrobenzofuranico que, dentre varias atividades relatadas, possui acao tripanocida
descrita por diferentes estudos (PEREIRA et al., 2011; SOUZA; NAKAMURA,;
CORREA, 2012).

Neste trabalho foram propostas a sintese e a avaliacao do potencial tripanocida
de derivados da licarina A, a maioria deles inédita, desenvolvidas a partir de estudos
de modificacdo molecular. Além disso, foram desenvolvidos estudos computacionais
de previsdo farmacocinética e ancoragem molecular com as substancias mais

promissoras.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas foi assim denominada apdés o médico e pesquisador
Carlos Chagas descobrir o parasito T. cruzi em infecgcdes humanas no ano de 1909.
Foi descoberto que os parasitos eram transmitidos ao homem através da pele, ap6s
0 vetor depositar suas fezes contaminadas no local. Carlos Chagas foi o primeiro
cientista a descobrir todos os aspectos de uma nova doenca infecciosa: o protozoario
T. cruzi, o inseto vetor (triatomineo, popularmente conhecido como barbeiro), os
hospedeiros (humanos e outros mamiferos) e ainda, as manifestagdes clinicas e a
epidemiologia (DAVIS; STOPPLER, 2015).

Classificada como uma antropozoonose, a doenca de Chagas possui uma fase
aguda, que muitas vezes nao ¢ identificada e geralmente evolui para fase cronica, a
gual pode se apresentar de quatro formas: indeterminada (assintomatica), cardiaca,
digestiva ou cardiodigestiva. A gravidade da doenca se relaciona com a cepa
infectante, com o tipo de transmissdo e pela existéncia de outras comorbidades
associadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Os sinais e sintomas da doenca séo bastante variaveis, podendo ir da sua
auséncia a manifestacdes graves. Na fase aguda o surgimento de chagomas de
inoculacéo (inchago e vermelhidado no local da infec¢do), erupgcdes cutaneas, febre,
dor de cabeca e no corpo, nauseas, vomito e diarreia sdo alguns dos sintomas e sinais
gue podem estar presentes. Cerca de 8 semanas depois, tem inicio a fase cronica, a
qgual frequentemente é assintomatica, por isso chamada indeterminada, na qual o
individuo pode passar grande parte de sua vida sem saber que esta infectado. Anos
mais tarde, cerca de 40% dos pacientes evoluem para formas clinicas sintomaticas,
relacionadas ao 6rgdo mais atingido; na forma cardiaca pode haver alteracbes de
ritmo, desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e fendmenos tromboembdlicos. Ja
na doencga digestiva, esofago e intestino sao as regides mais afetadas. Tais sintomas
sdo um reflexo da presenca persistente do parasito nos tecidos desses 6rgaos,
levando a uma inflamacdo crbnica, que ira causar danos a musculatura e aos

neurbnios do local e alteracdo na conducdo elétrica, ocasionando arritmia e
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insuficiéncia cardiaca, quando no coragdo, e no tdbnus muscular, se no trato digestorio,
intestinos (DAVIS; STOPPLER, 2015).

T. cruzi € um protozoario flagelado, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Trypanosoma. O parasita possui um complexo ciclo
biolégico, o qual envolve um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado, e apresenta
trés formas distintas: a epimastigota, que €& a forma presente no vetor;, a
tripomastigota; chamada sanguinea quando presente no hospedeiro vertebrado nos
guais é a forma sanguinea circulante e infectante, e metaciclica, quando presente no
vetor; e a amastigota, que é a forma de replicacdo intracelular (CDC, 2016; UFRGS,

2010). O ciclo biologico do parasito esta apresentado na figura 1.

Figura 1 - Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi.

L5
N

l

e

Fonte: Adaptado de CDC (2016).

Notas: (1) Infec¢do do homem durante a hematofagia pelo inseto triatomineo vetor, que elimina a
forma tripomastigota metaciclica (i: forma infectante) em suas fezes, préximo ao local da
picada; (2) Tripomastigotas metaciclicas penetram por diversas células, onde irdo se
transformar em formas amastigotas; (3) Amastigotas se multiplicam por divisdo binaria, em
ciclos de 12 horas; (4) Diferenciagdo a forma tripomastigota (d: forma de diagnéstico),
rompimento da célula infectada e liberacdo da forma tripomastigota na corrente sanguinea
para infeccdo de novas células; (5) Hospedeiro infectado é picado pelo barbeiro, com
consequente infeccdo do triatomineo pela ingestdo da forma tripomastigota; (6)
Transformacéo a formas epimastigotas no intestino do barbeiro; (7) Multiplicacdo da forma
epimastigota; (8) Formas tripomastigotas metaciclicas formadas na porcao terminal do
intestino do barbeiro.



25

Cerca de sete milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas por T. cruzi,
sendo a maior concentracdo na América Latina, onde a doenca de Chagas é
endémica. Os vetores da doenca nos paises latinos sé&o os triatomineos, sendo que a
transmissdo ocorre também de forma oral, pela presenca do protozoério em alimentos
crus comuns nessas regides. Fatores como a migracao, transfusdo de sangue e
transplante de o6rgdos vem fazendo com que aumente o numero de pessoas

infectadas em paises nao endémicos (WHO, 2020).

2.1.1 Farmacoterapia

Os primeiros estudos relacionados a quimioterapia antichagasica foram
realizados entre 0s anos de 1936 e 1960. Nessa época diversas substancias foram
descobertas e algumas delas mostraram efeito supressivo sobre a infeccéo por T.
cruzi, sendo a violeta de genciana a de maior destaque e que ainda hoje € usada
como agente profilatico em bancos de sangue. A partir de 1960, houve relatos de que
a nitrofurazona, em tratamentos prolongados, induzia grande porcentagem de cura
em animais, porém em humanos essa taxa caia para 50%. No inicio da década de
1970 houve o surgimento de dois compostos, o nifurtimox e o benznidazol, que
apresentaram grande eficacia na fase aguda da doenca e mostraram-se como

avancos na terapia contra T. cruzi (BAHIA et al., 2014).

Figura 2 - Estruturas quimicas de substancias tripanocidas.

0 0
- N S0
O+ 0 (0] =
[ g NN
N-NH N ~ 0 o M
>_ NH, H ,,Nt o _N+ \ !
0 0 0
Violeta genciana Nitrofurazona Benznidazol Nifurtimox

Fonte: Da autora.

Atualmente, estes sao o0s Unicos farmacos disponiveis no mercado que possuem
eficacia contra esse parasito. O benznidazol, que é um derivado do nitroimidazol, é

considerado farmaco de primeira linha de tratamento por possuir menos efeitos
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secundarios e ter maiores evidéncias quanto a eficacia em determinadas regides. Ja
o nifurtimox € um nitrofurano que apresenta uma série de efeitos secundarios
frequentes e importantes, como efeitos gastrointestinais e neurotoxicos (BERN, 2015).

Estudos clinicos demonstraram que estes farmacos sdo mais efetivos em
criancas e nas fases iniciais da doenca, como na doenga congénita, fase aguda e fase
cronica recente. Ja na fase cronica, a mais prevalente, os indices de cura sdo muito
mais baixos que na fase aguda da doenca, visto que durante a fase crbnica estes
farmacos ndo conseguem levar a cura do individuo, uma vez que o parasita se
encontra predominantemente no interior das células. Além disso, a sensibilidade aos
farmacos varia com a regido geografica, provavelmente devido a heterogeneidade
genética do parasito e dos hospedeiros. A atividade dessas substancias varia de 50 a
70% na fase aguda, e cerca de 20% na fase cronica (BERMUDEZ et al., 2016; BERN,
2015; URBINA, 2015).

O mecanismo de acéo desses farmacos ainda ndo se encontra completamente
elucidado, mas existem evidéncias que indicam que ambos atuam de forma
semelhante por meio da formacédo de radicais livres e/ou metabolitos eletrofilicos.
Além disso, Bern (2015) relata que o nifurtimox ainda pode atuar inibindo a sintese de
acido piravico, o que ira prejudicar o metabolismo de carboidratos pelo parasita.

De forma geral, o grupo nitro (NO2) presente nestas moléculas é reduzido ao
grupo amino (NH2) pela acdo de nitrorredutases (FIGURA 3). Este processo, iniciado
pela catalise via NADPH citocromo P450 redutase, leva a formagdo de um
intermedidrio nitro radicalar com subsequente formacédo de hidroxilamina (R-NHOH).
No caso do benznidazol, esse radical reduzira o oxigénio molecular formando o ion
superoxido (O2:-) e regenerando o grupo NO2 num processo conhecido como ciclo
redox. O ion superdxido formado € captado pela enzima superéxido dismutase
gerando perodxido de hidrogénio, o qual formara um radical hidroxila, que esta ligada
aos efeitos tripanocidas que ocorrerdo por diversos mecanismos complexos. Ja o
nifurtimox atuaria pela ligacdo com macromoléculas essenciais ao parasita de forma
covalente. Os metabolitos formados através dos mecanismos de acdo podem atuar
em outros sistemas, como os do hospedeiro, visto que séo altamente reativos. Esta
baixa seletividade leva aos diversos efeitos citotéxicos observados durante a terapia
medicamentosa (BERMUDEZ et al., 2016).
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Figura 3 - Mecanismo de acdo do benznidazol e nifurtimox contra T.cruzi.
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Fonte: DIAS et al. (2009).

O tratamento com nifurtimox e benznidazol requer um tempo prolongado, cerca
de 60 dias, o0 que aumenta a frequéncia de efeitos indesejaveis associados ao uso e
pode levar a descontinuacédo do tratamento (Kratz et al., 2018). Além disso, ambos o0s
farmacos sdo genotoxicos, o que impossibilita 0 uso em gestantes. Outro fator que
impacta negativamente na terapia farmacologica € a baixa solubilidade dessas
substancias, que afeta diretamente na biodisponibilidade, diminuindo o efeito
especialmente durante a fase cronica, na qual o acesso dos farmacos ao parasito
parece dificultado (WHO, 2020; BERMUDEZ et al., 2016).

2.1.2 Estratégias no desenvolvimento de novos farmacos tripanocidas

As pesquisas por novos farmacos anti- T. cruzi vém evoluindo nas Ultimas
décadas, destacando-se o0s progressos obtidos com o sequenciamento dos genomas
do T. cruzi e T. brucei, que possibilitou a identificacdo de varios genes existentes
apenas no parasito. Além disso, diferentes substancias estdo sendo exploradas em
programas de Quimica Medicinal, através do planejamento racional direto de
candidatos a farmacos, 0s quais sdo baseados na estrutura do receptor (SBDD -
structure-based drug design), e também no planejamento dito indireto, se baseando
na estrutura do ligante (LBDD - ligand-based drug design). Uma maneira eficiente de
se alcancar um bom resultado na busca de uma substancia bioativa é partindo de uma
via metabolica especifica do parasito, sendo assim tais estudos possibilitaram a
identificacdo de varios alvos bioldgicos, sendo a maior parte constituida por enzimas,

além dos avancos significativos obtidos nos aspectos bioldgicos, genéticos e
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evolucionarios do parasita, que auxiliam nesse objetivo (DIAS et al., 2009; SANTOS;
PAIXAO; PITA, 2019).

Muitas enzimas podem ser utilizadas como potenciais pontos de intervencéo
no combate da infeccdo por T. cruzi, 0 que aumenta as chances de descobrirem-se
substancias tripanocidas promissoras. Estas enzimas atuam em diferentes vias
bioguimicas do parasita, como as enzimas da via glicolitica, aquelas da biossintese
de esterais, lipideos e nucleotideos e também as proteases, entre outras (KEENAN;
CHAPLIN, 2015).

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), pertencente a via
glicolitica do protozoario, € um importante alvo biolégico na busca de novos agentes
tripanocidas. Como as formas amastigotas provavelmente dependem desta via para
producdo de ATP, sua inibicdo causaria um impacto significativo na reproducao e
infectividade pelo T. cruzi. Estudos demonstraram que certos derivados cumarinicos
(FIGURA 4), oriundos de produtos naturais, conseguem atuar sobre essa enzima,
inibindo-a de forma significativa com valores de Clso que variam de 80 a 130 pmol.L?
(ALVIM JUNIOR et al., 2005).

Figura 4 - Derivados cumarinicos que atuam sobre a
GAPDH de T. cruzi.
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Fonte: adaptado de ALVIM JUNIOR et al. (2005).

Outra enzima que vem sendo estudada como alvo biol6gico para inibicédo de T.
cruzi é a CYP51 (esterol 14a-desmetilase), a qual € uma enzima membro da familia
do citocromo P450, que atua catalisando a remocao oxidativa do grupo 14a-metila de
esterdis ciclicos precursores do ergosterol, importante para a manutencdo da
integridade da membrana celular do parasita. Devido a incapacidade de utilizagéo do
colesterol das células hospedeiras, a inibicdo dessa enzima culmina na morte do
parasito (MORAES; FRANCO, 2016). Lepesheva e colaboradores (2010) avaliaram
uma quimioteca frente a esse alvo e chegaram a dois derivados imidazélicos que

atuam inibindo de maneira expressiva a CYP51 do T. cruzi (FIGURA 5).
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Figura 5 - Derivados imidazolicos inibidores de CYP51 de T. cruzi.
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Fonte: adaptado de LEPESHEVA et al. (2010).

A tripanotiona redutase € uma enzima presente em tripanossomatideos que se
assemelha a glutationa redutase humana, e esté envolvida na reducgéo da tripanotiona
dissulfeto em tripanotiona ditiol, sendo responsavel por manter um ambiente redutor
nesses parasitos, que é de extrema importancia para sua sobrevivéncia. Essa enzima
possui caracteristicas marcantes no seu sitio ativo que podem ser exploradas no
desenvolvimento de inibidores seletivos. Alguns produtos naturais ja foram descritos
como inibidores da tripanotiona redutase, sem atuar na glutationa redutase, como a
aspidospermina e conessina, apresentadas na figura 7 (ARGUELLES; CORDELL;
MARUENDA, 2016).

Substancias naturais conhecidas como eupomatendides, especialmente o
eupomatendide 5, tém mecanismo de acgdo relacionado a inibicdo da atividade da
tripanotiona redutase do parasito. Outras substancias naturais, analogas do
eupomatendide, que tém sua acdo antiparasitaria resultante de processos
relacionados a danos oxidativos séo as licarinas, o que levanta a possibilidade de seu
envolvimento com a tripanotiona-redutase. Na figura 6 estdo apresentadas as
estruturas do eupomatendide 5 e da licarina A (SOUZA; NAKAMURA; CORREA,

2012).

Figura 6 — Estrutura quimica do eupomatendide 5 e da licarina A
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Fonte: Da autora.
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Outras enzimas também tém sido estudadas como alvos para o combate a
infeccdes por T. cruzi e algumas substancias foram apontadas como inibidores em
potencial. Algumas delas e as enzimas em que atuam estao apresentadas na figura 7
(KEENAN; CHAPLIN, 2015).

Figura 7 - Produtos naturais inibidores da tripanotiona redutase e demais

substancias capazes de inibir diferentes enzimas do T. cruzi.
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Fonte: adaptado de ARGUELLES; CORDELL; MARUENDA, 2016;
KEENAN; CHAPLIN (2015).

2.2 NEOLIGNANAS: BENZOFURANOS E DI-HIDROBENZOFURANOS

As neolignanas e lignanas representam uma classe de produtos naturais com
grande variedade estrutural e de atividades bioldgicas. Sédo formadas pelo
acoplamento de subunidades de fenilpropanoides, como o eugenol, isoeugenol, alcool
coniferilico, dentre outros. A forma como estas subunidades conectam-se umas as
outras determinam sua classificacdo. Quando conectadas pela posicdo 8 ou B sé&o
denominadas lignanas e pelas demais posicbes como neolignanas (SOUZA;
NAKAMURA; CORREA, 2012).

Figura 8 - Estruturas de lignanas e neolignanas.
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Fonte: Adaptado de SOUZA; NAKAMURA; CORREA
(2012).
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Devido a alguns de seus representantes apresentarem quiralidade, podem ser
encontradas na natureza na forma enantiomericamente pura ou como uma mistura de
varios isbmeros oOticos. Dessa forma, é possivel encontrar duas formas
enantioméricas da mesma lignana em diferentes espécies vegetais (PEREIRA et al.,
2011).

As lignanas e neolignanas sdo acumuladas em madeiras como resposta a
ferimentos mecanicos ou a invaséo de fungos ou bactérias, podendo ser encontradas
em diversas espécies como, por exemplo, Krameria cytisoides, Virola pavonis,
Magnolia ovata, Forsythia intermedia, Myristica fragrans, Aristolochia taliscana e
Miliusa fragrans (ABE et al., 2002; LIU et al., 2013; SAWASDEE et al., 2013; SINGH
et al., 2005; SOUZA; NAKAMURA; CORREA, 2012).

Existem mais de 500 representantes de lignanas e neolignanas relatadas, as
guais fornecem pelo menos 40 diferentes esqueletos carbdnicos. Estes podem ser
denominados ariltetralinas, benzodioxanos, diarilciclobutanos, entre outros,
destacando-se 0s esqueletos constituidos de benzofurano e di-hidrobenzofurano,
apresentados na figura 9 (SIMOES, 2010).

Figura 9 - Estruturas quimicas do
benzofurano e do di-
hidrobenzofurano.

Benzofurano Diidrobenzofurano

Fonte: Da autora.

Os benzofuranos sao heterociclos caracterizados pela fusdo dos anéis
benzénico e furanico. Estdo presentes em diversas substancias de estruturas mais
complexas, as quais apresentam amplas propriedades farmacologicas. A obtencéo de
benzofuranos pode provir de diferentes rotas sintéticas, principalmente utilizadas para
obter benzofuranos substituidos que sdo usados como materiais de partida para
diversas substancias com atividade biolégica (SHAMSUZZAMAN, 2015).

Substancias derivadas do benzofurano possuem diferentes atividades

descritas, atuando, por exemplo, como agentes antiarritmicos (amiodarona), anti-
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hipertensivos (benziodarona), agonista de receptores de serotonina (cloridarol) e

como antidepressivos (vilazodona), entre outros (ASIF, 2016).

Figura 10 - Benzofuranos com atividade bioldgica.
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Fonte: adaptado de ASIF (2016).

Os eupomatendides sé@o neolignanas benzofurénicas e alguns deles ja foram
descritos como antichagasicos (ABE et al., 2002), antioxidantes (ARELLANES;
CORTES; GARCIA; 2011), antifungicos (PESSINI et al., 2005) e antimicobacterianos
(LEON-DIAZ et al., 2010). A acéo tripanocida de eupomatendides e de derivados foi
estabelecida em diversos estudos (ABE et al., 2002; LAZARIN-BIDOIA et al., 2013;
SOUZA; NAKAMURA; CORREA, 2012).

Figura 11 - Estruturas quimicas de diferentes eupomatendides naturais.
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Fonte: Da autora.

Di-hidrobenzofuranos, analogos estruturais reduzidos de benzofuranos,
possuem assimetria, geralmente pela presenca de dois carbonos quirais (BERTOLINI;
PINESCHI, 2009). As neolignanas bioativas conhecidas por licarinas, encontradas em

muitas espécies vegetais, apresentam em sua estrutura um esqueleto di-
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hidrobenzofuranico. Existem ao menos cinco tipo de licarinas, classificadas como A,
B, C, D e E, as quais diferenciam-se pelo padrdo de substituicdo no anel fenilico
isolado, conforme apresentado na figura 12. As licarinas A e B séo, até o momento,
as mais exploradas em estudos cientificos envolvendo a avaliagdo de suas atividades
bioldgicas (LIU et al., 2013; CHIU et al, 2016).

Figura 12 - Estruturas quimicas das licarinas A, B, C, D e E.
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Fonte: Da autora.

Diversas atividades biologicas foram relatadas para a licarina A, como
antimicobacteriana (LEON-DIAZ et al., 2010; ALVARENGA et al., 2020),
antibacteriana (SINGH et al. 2005), anti-inflamatoria (MURAKAMI et al., 2005),
antioxidante (ARELLANES; CORTES; GARCIA; 2011), leishmanicida (SOUZA;
NAKAMURA; CORREA, 2012), anti-herpética (SAWASDEE et al., 2013), entre outras.
Evidenciando-se a atividade tripanocida da licarina A, confirmada por diversos estudos
(ABE et al., 2002; AMETA et al., 2012; SOUZA; NAKAMURA; CORREA, 2012).

Pereira e colaboradores (2011) observaram diferencas na atividade tripanocida
da licarina A como uma funcao de sua estereoquimica. Estes autores destacam que
a licarina A na forma racémica apresenta atividade anti-T. cruzi reduzida quando
comparada aos enantibmeros isolados. Especificamente, observou-se que a
(-)-licarina A apresentou maior poténcia (Clso 23,5 umol.L) que a (+)-licarina A (Clso
87,7 umol.L?), indicando que a configuracdo absoluta neste caso interfere claramente

na sua capacidade de interagcdo com o alvo molecular de acao (FIGURA 13).
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Figura 13 - Estruturas quimicas dos enantibmeros da licarina A.
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Fonte: Da autora.

Além da avaliacdo da licarina A inalterada, alguns estudos propuseram a
realizacao de modificacfes em sua estrutura a fim de avaliar o impacto dessas regides
na atividade observada. De acordo com Tishler (1964), estratégias de modificacéo
molecular j& se encontram presentes na natureza desde o surgimento da vida. Em um
curto periodo apdés o reconhecimento da quimica como ciéncia, 0s quimicos tém
aprendido com a natureza que peguenas modificacfes na estrutura das substancias
podem levar a grandes alteracdes na atividade bioldgica delas.

A adicdo, troca ou remocdo de pequenos grupos pode influenciar as
caracteristicas lipofilicas, eletrbnicas e estéricas da substancia, levando a uma
melhoria de suas propriedades fisico-quimicas e perfil biolégico. Existem diversas
técnicas de modificagdo molecular como o bioisosterismo, simplificagcdo molecular,
variacdo dos substituintes, dentre outros, que sdo empregadas para obter substancias
de diferentes perfis terapéuticos (GOMES et al., 2017).

A obtencdo de substancias anédlogas ao composto original por variagdo de
substituintes € um método muito comum e acessivel, que podera levar ao refinamento
da interacdo da substancia ao alvo biolégico, um exemplo € a alteracao das cadeias
alquilicas em derivados com grupos éster, éter, amina, entre outros. Os bioisdsteros
sdo aqueles obtidos a partir de alteragées moleculares a fim de modificar tamanho,
polaridade, caracteristicas eletrbnicas e de ligacgdo mantendo ou aumentando a
atividade bioldgica, ocorrendo principalmente quando um determinado grupo causa
efeitos indesejaveis e € alterado por outro que ndo possui tais caracteristicas. Ja a
simplificac&o estrutural € uma estratégia para levar a substancias menores, deixando
apenas o essencial para a atividade presente na estrutura e retirando aquelas regifes
gue ndo possuem papel significativo (PATRICK, 2013).

Oliveira e colaboradores (2019) sintetizaram quatro derivados com alteracfes
na cadeia propenilica e a hidroxila fendlica da licarina A, conforme demonstrado na
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figura 14. Esses derivados foram testados em células tumorais, e 0 composto tri-
hidroxilado foi o mais ativo na concentragéo de 50 pmol.L* contra cancer leucémico
(HL-60) enquanto o derivado trimetoxilado foi o mais promissor contra cancer de
mama (MCF-7) na concentracdo de 100 pmol.L't. Entretanto, apesar de néo
realizarem o0s ensaios com o protétipo, trabalhos como os dos grupos de pesquisa de
Lin (2015) e Lee (2004), mostraram que a licarina A apresentou melhores resultados
em linhagens de cancer de mama quando comparada aos derivados descritos, com

valores de Clsode 33,3 e 4,9 umol.L%, respectivamente.

Figura 14 — Estrutura dos derivados sintetizados no trabalho de
Oliveira et al. (2019).
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Fonte: adaptado de Oliveira et al. (2019).

No trabalho de Meleti (2019) foi avaliada a atividade esquistossomicida e
tripanocida da licarina A e de trés derivados, apresentados na figura 15. Nesse caso,
foram feitas modificacGes quimicas na hidroxila fendlica do proto6tipo, com a inser¢cao
de um grupo metila, benzila e acetila. Como resultado observou-se que a licarina A
mostrou-se a mais ativa contra Trypanosoma cruzi e a segunda mais ativa contra
Schistosoma mansoni, sendo o derivado acilado o mais ativo para o ultimo. Os demais

derivados néo apresentaram atividade significativa.

Figura 15 — Estrutura dos derivados sintetizados no trabalho de Meleti et al. (2019).
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Na tese desenvolvida por Souza (2012) foram sintetizados derivados da licarina
A (FIGURA 16) para avaliacdo do seu potencial leishmanicida, tripanocida e
antimicobacteriano. Ao avaliar as substancias contra a forma epimastigota do
Trypanosoma cruzi observou-se que c e f foram os mais ativos, com valores de Clso
préximos de 28,0 umol.L™. Quanto ao potencial leishmanicida, os derivados a, c e f
apresentaram os resultados mais promissores, com Clso de 8,68, 15,0 e 14,1 umol.L-
1, respectivamente. Por fim, ao serem avaliadas contra M. tuberculosis, as substancias
mais ativas foram c e f, ambas com valor de concentragao inibitéria minima de 31,25
Hg.mL1. Nesse estudo, nota-se que todas as modificacdes realizadas no protétipo

foram promissoras.

Figura 16 — Estrutura dos derivados de licarina A sintetizados no trabalho de Souza (2012).
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Fonte: adaptado de Souza (2012).

Nosso grupo de pesquisa avaliou a influéncia de modificagbes estruturais
(compostos apresentados na Figura 17) no potencial antimicobacteriano da licarina A,
além de investigar a interferéncia desta neolignana e dos derivados obtidos em inibir
a formacao de biofilme por essas micobactérias de rapido crescimento (Alvarenga et
al., 2020). Neste estudo foi demonstrado que o derivado alcodlico foi mais ativo que o
sulfametoxazol contra M. abscessus e M. fortuitum e mais ativo que a claritromicina
contra M. massiliense, com valores de MIC variando entre 9,76 e 19,53 ug.mL™. Este
derivado também foi mais ativo que a Licarina A contra as duas Ultimas espécies
citadas. Quanto ao potencial de inibicdo da formacé&o de biofilme, observou-se que a
Licarina A e os derivados alcoolico e acido carboxilico apresentaram potencial efeito
inibitorio, sendo os derivados sintéticos mais efetivos em relagéo ao protétipo Licarina

A. Além disso, estudos de citotoxicidade em células VERO apontaram uma baixa
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toxicidade destes compostos, comprovando que as modificagdes quimicas realizadas

levaram a descoberta de potenciais protétipos para futura otimizacgéo.

Figura 17 — Estrutura dos derivados de licarina A sintetizados no trabalho de Alvarenga et al. (2020).
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Fonte: Da autora.

O grupo de pesquisa de Morais e colaboradores (2020) avaliou a atividade
tripanocida de uma série de derivados semissintéticos (Figura 18) da licarina A,
obtidos a partir de uma rota sintética simples e objetiva, contra formas tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi. As modificacdes quimicas foram realizadas no grupo hidroxila
e na posicdo orto a este grupo. Os compostos a, b, ¢ e d foram mais ativos (Clso
variando entre 5-28 pmol.L') que a licarina A (Clso=54,3 umol.L'!) contra formas
tripomastigotas de T. cruzi, sugerindo que a acetilacdo do grupo hidroxila da Licarina
A leva a uma reducao do seu potencial tripanocida. O derivado alilico ¢ foi 0 mais ativo
contra as formas tripomastigotas do T. cruzi (Clso=5 umol.L') seguido do derivado
heterociclico d (Clso=10,5 pmol.LY), que apresentou menor citotoxicidade que o
primeiro. A alta lipofilia das substancias foi associada a baixa biodisponibilidade oral
gue os compostos a, b, ¢, d e e apresentaram em ensaios de permeabilidade com
membrana artificial realizados. Os derivados mais ativos (¢ e d) foram selecionados
para estudos de mecanismo de agao considerando as formas tripomastigotas, em que
se pode observar que as duas substancias levaram a um aumento dos niveis de EROs
nas formas tripomastigotas, sugerindo um mecanismo de acdo associado a um

estresse oxidativo no parasita.



Figura 18 — Estruturas dos derivados de licarina A sintetizados no trabalho de Morais et al. (2020).
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3 OBJETIVOS

Com esse trabalho teve-se por objetivo sintetizar derivados de licarina A como

candidatos potenciais a protétipos de farmacos antichagésicos.

De modo especifico, pretendeu-se:

a)
b)

c)
d)

e)

f)

9)
h)

)

Obter a licarina A por biossintese;

Sintetizar derivados de licarina A por meio de modificacfes nas regides da
cadeia propenilica, anel di-hidrofuréanico e hidroxila fendlica;

Caracterizar os produtos obtidos pelos métodos analiticos convencionais;
Avaliar a atividade in vitro dos produtos contra formas epimastigotas de T.
cruzi;

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos produtos contra células do hospedeiro;
Avaliar a atividade in vitro dos produtos de toxicidade reduzida frente a
formas amastigotas e tripomastigotas do T. cruzi;

Avaliar a atividade anti-T. cruzi in vivo dos produtos mais promissores;
Realizar estudos de ancoramento molecular para investigar o modo de
interagé@o dos produtos frente a enzima tripanotiona redutase;

Prever por estudos computacionais parametros fisico-quimicos,
farmacocinéticos e metabdlicos para os derivados sintetizados;

Estabelecer as relacdes estrutura-atividade para os produtos obtidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A doenca de Chagas é considerada uma doenca negligenciada, com alta
prevaléncia em paises em desenvolvimento, em especial na América Latina. Por
possuir uma fase aguda silenciosa, muitas pessoas infectadas ndo tém o
conhecimento da doenca, o que leva a evolucdo para a fase cronica de maior
gravidade.

Existem apenas dois medicamentos disponiveis para o tratamento da doenca,
sendo o benznidazol mais frequentemente prescrito (Kratz et al., 2018). Esses
farmacos possuem alta toxicidade e varios efeitos adversos, além de néo ser efetivo
em todas as fases da doenca, o que faz com que a adesdo ao tratamento seja
prejudicada. Apesar do baixo investimento, a pesquisa para descoberta de novos
agentes tripanocidas tem se mostrado de grande importancia, tendo em vista a
diminuicao de efeitos colaterais e 0 aumento da eficacia.

Diversos estudos relataram atividade tripanocida de neolignanas, dentre eles
destaca-se a licarina A, que possui atividade elevada se tornando um bom candidato
para modificacfes estruturais. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa ja
confirmaram um relevante efeito tripanocida de um derivado 4-cloro-benzilico da
licarina A (dados nao publicados). Diante disso, foi proposta a modificacdo de pontos
especificos desse derivado, levando a formacdo de uma série analogos que dariam
informag0des para realizacdo de estudos de relagéo estrutura-atividade.

A principio foi proposta a sintese de derivados da licarina A
enantiomericamente puros. Porém, a reacdo de biossintese da licarina A n&do ocorreu
conforme descrito na literatura e a separacdo do racemato por meio de reacdes para
resolucdo quiral ndo levou ao resultado esperado. Com isso, optou-se pela obtencéo
dos derivados propostos a partir da mistura racémica da licarina A e, posteriormente,
realizar a separacdo da mistura racémica que vier apresentar o melhor resultado de
modo a avaliar os enantibmeros separadamente.

Os produtos finais obtidos tiveram sua estrutura caracterizada pelos métodos
de espectrometria de absorcdo no infravermelho, de ressonancia magnética nuclear
e de massas. Todas as atribuicdes foram feitas e encontram-se descritas na parte

experimental.
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Apoés a obtencdo dos derivados propostos foram realizados os ensaios para
verificacdo do potencial biolégico contra as formas epimastigotas do parasito.
Infelizmente ndo houve reprodutibilidade dos resultados obtidos com o protétipo do
trabalho, o éter 4-cloro-benzilico da licarina A. Porém, alguns outros derivados
apresentaram atividade satisfatoria, o que levou ao planejamento de uma outra série
de derivados a fim de se observar a necessidade de substituicdo da hidroxila fendlica
com grupos volumosos. Os novos derivados apresentam como alteracdes aquelas
existentes nos derivados mais ativos do primeiro grupo de substancias, sendo estas
modificacdes realizadas na cadeia propenilica: conversfes a diol, aldeido e &cido.
Além disso, como os primeiros derivados com a hidroxila fendlica livre foram mais
citotoxicos, as alteracoes relatadas também foram realizadas com derivados que
possuiam a hidroxila fendlica bloqueada com um grupo metilico, que € menos
volumoso que o grupo 4-cloro-benzilico do prototipo.

Com a avaliagdo da atividade tripanocida in vitro desse novo grupo de
derivados, foi constatado que o derivado DLO7, do primeiro grupo proposto, foi o que
apresentou a melhor atividade in vitro, seguindo para estudos in vivo. Também foram
realizados estudos de ancoragem molecular e de previsdo de parametros

farmacocinéticos para os derivados sintetizados.

Figura 19 — Regides de modificagdo propostos para sintese dos derivados a

partir do protétipo.
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Fonte: Da autora.

4.1 SINTESE DOS DERIVADOS PROPOSTOS

Para a obtencdo dos derivados propostos foi idealizada a rota sintética
mostrada na figura adiante (FIGURA 20). Como ponto inicial da sintese tém-se o
isoeugenol, como visto na figura 20a, que foi utilizado como material de partida para

a sintese da licarina A (DLO1) e do derivado DL19. A partir da licarina A, foram
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realizadas reacOes de eterificacdo levando a formacdo de doze derivados com
diferentes grupos inseridos a hidroxila fendlica. Esta mesma substancia (DLO1)
também foi empregada em reacéo de reducédo para formacao do derivado com cadeia
propilica (DL02) e, subsequentemente, eterificacdo para formacéo do derivado DLO5.

Na figura 20b estd apresentado o esquema sintético para obtencdo dos
derivados oxidados na cadeia propenilica. Neste caso, o ponto de partida sdo as
substancias DL01, DLO3 ou DL04, as quais foram submetidas a reacéo de epoxidacéo
e abertura de epoéxido, para formacdo dos derivados di-hidroxilados, ou reacdo de
oxidag&o do carbono alilico, para formacdo dos derivados aldeidicos. Por fim, os
aldeidos obtidos passaram por reacdes de oxidacao e de reducéao, para obtencédo dos

derivados carboxilados e alcodlicos, respectivamente.

Figura 20 — Rota sintética empregada para obtencado dos derivados propostos.
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4.1.1 Obtencéo do isoeugenol

A primeira etapa da rota sintética consistiu na hidrolise do acetato de
isoeugenol para obtencao do fenol livre que sera utilizado nas demais reacdes, como
a sintese da licarina A. Para isso foi empregado um método classico de hidrélise
basica. Originalmente essa reacdo ocorreria a temperatura ambiente, porém
observou-se residuos de material de partida, o que prejudicaria sua purificacao.
Portanto optou-se por aumentar a temperatura da reagao para auxiliar no processo de
hidrélise. Os melhores rendimentos foram alcancados aumentando a temperatura do
meio apo6s 15 horas a temperatura ambiente.

Na figura 21, encontra-se demonstrado o mecanismo proposto para a hidrolise
do acetato de isoeugenol. Em uma primeira etapa ocorreria um ataque nucleofilico a
carbonila pela base presente no meio, levando a formagéo de um intermediério que,
na segunda etapa, apos um rearranjo, forma o fenéxido e libera do acido acético. Por
fim, ocorre a protonacéo do fendxido pela desprotonacdo do acido presente no meio
(CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).

Figura 21 — Mecanismo proposto para hidrélise do acetato de isoeugenol.
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O isoeugenol obtido passou por processo de purificagdo por cromatografia em
coluna de silica (CCS) e foi armazenado sob refrigeracdo devido a sua alta

instabilidade.

4.1.2 Sintese da licarina A

Para a obtencao da licarina A (DL01) foi empregada a metodologia biossintética
descrita por Rodrigues e colaboradores (2017), na qual utiliza agua de coco fresco
para a obtencao da licarina A. Por esse método a oxidacéo do isoeugenol a licarina A
ocorre devido a acao catalitica da peroxidase presente na agua de coco, conforme
apresentado na figura 22. Essa enzima possui um nucleo ferroporfirinico, onde o ferro
é oxidado de Fe®* a Fe** pelo perdxido de hidrogénio. A forma Fe3* é restituida quando
recebe um elétron do isoeugenol. Em cada ciclo catalitico uma molécula de isoeugenol
€ utilizada, no ciclo seguinte, o processo se repete com a mesma molécula ou uma
diferente. Durante esse processo sao formados diversos radicais, que sao
estabilizados por ressonancia, quando estes se encontram no meio reacional hi a
formacado da substancia dimérica correspondente, no caso, a licarina A (MARQUES,
2014). Esse procedimento mostrou-se vantajoso, pois, além de condi¢cdes reacionais
brandas, a obtencédo e purificacdo da licarina A ocorreu de forma satisfatoria. Esse
método foi descrito como enantiomericamente especifico, que levaria a formacéo
somente do enantidmero (-)-licarina A.

Apés a obtencdo do produto de interesse fez-se a andlise do desvio da luz
polarizada para verificacdo da presenca de apenas um enantiomero. Diferente do
descrito pelos autores, que afirmavam obter apenas o derivado levorotatério, com um
valor de [a]p -20,0 (c 1,0, CHCI3), foi obtida a mistura racémica do produto, visto que
o valor de [a]p obtido foi igual a zero. Diante disso, seria necessario empregar técnicas
de separacao do racemato para obter os enantibmeros puros que, por sua vez, ndo
se mostraram viaveis. Dessa forma, optou-se por seguir a sintese dos derivados

propostos com a mistura racémica da licarina A.



Figura 22 — Mecanismo proposto para biossintese da licarina A.
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Foi realizada a analise por espectroscopia de RMN, massas, e infravermelho
para confirmar a obtencado da licarina A. Para exemplificar a analise, sera feita uma
descricédo detalhada para este derivado.

No espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho, figura 57, foi possivel
observar uma banda caracteristica de estiramento O-H em 3421 cm referente a
hidroxila fenélica. Entre 1120-1280 cm™ notam-se bandas relativas ao estiramento C-
O. Em 1517 cmencontram-se bandas referentes a C=C de anel aromatico, e em 1612
cm™* de C=C de alceno.

Na figura 58, encontra-se demonstrado o espectro de RMN de 'H dessa
substancia. Na regido de 6,96-6,76 ppm encontram-se 0s sinais referentes aos 5
hidrogénios aromaticos, H6, H10, H3, H5 e H12, respectivamente. Em 6 6,35 tém-se
um dupleto relativo ao H15, seguido do multipleto entre 6 6,15-6,03 referente ao H16,
ambos hidrogénios estdo ligados a carbonos sp?, o que faz com que estejam mais
desblindados, préximos a regido de aromaticos. O simpleto localizado a 5,63 ppm
refere-se ao hidrogénio da hidroxila, que ndo possui acoplamento com hidrogénios
vizinhos. A seguir, encontra-se um sinal a 6 5,09 referente ao H7, o qual se acopla
com o H14, desdobrando em um dupleto. Os sinais dos hidrogénios das metoxilas
encontram-se a 3,87 ppm, referente aos seis hidrogénios. O multipleto entre & 3,49-
3,39 é relativo ao H14, que por sua vez acopla-se com os hidrogénios da metila ligada
a este carbono e ao H7. Por fim, na regidao de hidrogénios mais blindados encontram-
se os sinais das metilas presentes na estrutura, a 6 1,86 um dupleto referente ao H17
e a 6 1,37 outro dupleto relativo a metila ligada ao C14.

No espectro de RMN de 3C, demonstrado na figura 59, pode-se verificar os
sinais aos carbonos sp? na regido de maior desblindagem, sendo estes os carbonos
envolvidos em ligacdo dupla e anéis arométicos. Dessa forma tém-se primeiramente
os sinais dos carbonos sp? ligados a &tomos eletronegativos, a 6 146,6 o0 C8, a § 146,5
0 C2, a 145,7 0 C1, e a 6 144,1 o C9. Em seguida, encontram-se 0s sinais dos
demais carbonos sp?, os carbonos aromaéticos C4, C13, C11, C5, C6, C12, C3 e C10
referem-se aos sinais a 6 133,2, 6 132,1, 6 123,4, 6 119,9, 6 114,0, 6 113,2, 5 109,2 e
6 108,9, respectivamente, sendo os mais deslocados os carbonos mais substituidos.
Os carbonos C15 e C16, que formam a ligacéo dupla, referem-se aos sinais a 132,0
ppm e a 130,9 ppm, nessa ordem. O sinal com deslocamento de 93,7 ppm é relativo

ao C7, por estar ligado a um &tomo eletronegativo. Os carbonos das metoxilas
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possuem seus sinais a 8 55,9, seguido do sinal do C14 a 6 45,5. Os sinais das metilas
encontram-se na regido de maior blindagem do espectro, sendoa 6 18,30 Cl7ead
17,5 a metila ligada ao C14.

Pelo subspectro DEPT-135 (FIGURA 60), as atribuicbes feitas podem ser
confirmadas, evidenciando a auséncia de sinais na fase oposta devido a inexisténcia
de carbonos metilénicos na substancia.

No espectro de massas, apresentado na figura 61, nota-se o pico base com
valor de razdo m/z [M+H]*=327,1589, o qual refere-se a massa molar da substancia

acrescido de um proton, pela operacdo do equipamento em modo positivo.

4.1.4 Oxidacao do carbono alilico dalicarina A e da metil-licarina A

Para a reacéo de oxidacao foi utilizada uma metodologia descrita por lliefski, Li
e Lundquist (1998), que emprega como agente oxidante o reagente 2,3-dicloro-5,6-
dicianobenzoquinona - DDQ. Essa reacdo permite a oxidacdo do carbono alilico da
cadeia propenilica e formacdo de um aldeido. O mecanismo para a oxidacao do
carbono alilico via DDQ né&o foi completamente elucidado, porém os autores relatam
gue para que a reacao ocorra é necessdria a presenca de quantidades controladas
de agua e temperatura ambiente.

Apoés a reacdao foi feita analise por espectroscopia de RMN, a qual pode ser
confirmada a identidade da substancia. Para o primeiro grupo de substéncias essa
sintese foi realizada e o produto obtido, o aldeido da licarina A, usado como precursor
em reacOes subsequentes. No segundo grupo de substancias o aldeido da licarina A
(DL0102) tornou-se o produto de interesse, assim como o aldeido da licana A metilada
(DL0302). Nos espectros de RMN de 'H, apresentados nas figuras 68 e 72, a
formacdo dos aldeidos pode ser confirmada pelos sinais a & 9,64, referente ao
hidrogénio do aldeido, de alto deslocamento quimico. Ja os espectros de RMN de 13C
(FIGURAS 69 e 73), a presenca do sinal na reginao de 6 193,6, confirma a formacao
dos produtos. Nos subespectros DEPT-135 (FIGURAS 70 e 74), o qual apresenta
somente os carbonos hidrogenados, pode-se observar o sinal a 6 193,6 da carbonila

hidrogenada dos aldeidos.
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4.1.5 Reducdo do alceno da licarina a e do seu aldeido por hidrogenacéao

catalitica

A reacdo de reducdo da dupla ligacéo da licarina A para formagao de um
derivado saturado, foi seguida conforme o descrito por Davies e colaboradores (2010).
Tal reacdo segue uma hidrogenacao catalitica empregando paladio carvdo e gas
hidrogénio, onde os atomos de hidrogénio atacam a superficie do metal, assim como
posteriormente os elétrons © da dupla ligacdo. Com isso tanto o produto como 0s
hidrogénios estarao ligados a superficie do paladio carvdo. Em seguida, acontece a
transferéncia dos atomos de hidrogénio para os carbonos pertencentes a dupla
ligacdo (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012). Essa reacéo teve duracao de 24
horas, levando a formacao do produto puro, derivado DL02, quando utilizada a licarina
A.

Figura 23 — Mecanismo proposto para hidrogenacéo catalitica.
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O derivado DL02 obtido foi caracterizado pelos métodos de espectrometria,
onde é possivel confirmar sua formacéao pelos sinais da cadeia propilica nos espectros
de RMN de *H (5 2,54 H15; 6 1,67-1,57 H16; § 0,97 H17 — FIGURA 63) e 13C (5 38,1
C15; 6 25,1 C16; 6 13,9 C17 — FIGURA 64) e, no espectro de massas, pela presenca

do pico base com o valor da razdo m/z esperado (FIGURA 66).
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4.1.6 Obtencao dos éteres

As reacoes de eterificacdo foram realizadas a fim de obter-se os derivados
DLO3, DLO4, DLO5, DLO6, DLO8, DL10, DL11, DL12, DL13, DL14, DL15, DL16,
DL17,DL19 e DL21. Tais derivados tiverem como precursores o isoeugenol, a licarina
A ou seus derivados. O método empregado foi adaptado de Coolen e colaboradores
(1995), usando como solvente dimetilformamida no lugar de acetona, o que, por ter
uma maior constante dielétrica, favorece a reacdo. A duracdo média da reacéo foi de
trés horas.

Existem dois mecanismos possiveis para a reacao de eterificacdo, o que ira
depender do haleto empregado. Para os haletos que levam a formacdo de
carbocations estaveis, como os haletos de alila, prenila, 4-metoxibenzila, a reacao
pode passar por um mecanismo de substituicdo nucleofilica unimolecular (Sn1). Esse
mecanismo estd demonstrado na figura 24, o qual consiste na formagdo do
carbocétion, que passara por estabilizacdo por ressonancia. Apés a formacédo do
fendxido pela acdo da base presente no meio, ocorre um ataque nucleofilico deste ao

carbocation resultado na formacao do éter esperado.

Figura 24 — Mecanismo proposto para as reacdes de eterificacdo via Sn1.
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Para os haletos onde a formacdo do carbocétion estavel ndo € possivel, a
reacdo segue uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2). Isso ocorre para os
haletos de metila, octila, 4-nitrobenzila, dentre outros. O mecanismo para essa reacao

esta demostrado na figura 25. Primeiramente ocorrera a desprotonagao da hidroxila
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fendlica pela base presente no meio, o carbonato de potassio, auxiliado pelo solvente
polar aprdtico presente. O fendxido formado faz um ataque nucleofilico ao haleto,
ocorrendo uma heterolise da ligacdo entre carbono e heteroatomo (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012).

Figura 25 — Mecanismo proposto para as reagfes de eterificacdo via Sn2.
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Dessa forma, esses fendis tém bloqueadas suas hidroxilas com diferentes
subunidades que levara a distintos impactos na atividade bioldgica. Os éteres obtidos
foram caracterizados por espectroscopia de RMN, massas e infravermelho, os quais
possuem suas atribuicdes detalhadas na secéo relativa a parte experimental.

Pode-se afirmar a obtenc&o dos derivados propostos pela presenca, na maioria
dos casos, do sinal referente ao grupo CH2 do substituinte inserido na estrutura que
se liga diretamente ao oxigénio da hidroxila fendlica precursora, nas analises dos
espectros de RMN de 'H e de 13C. Tais sinais encontram-se com um deslocamento
guimico de aproximadamente 5,0 ppm, para 0s espectros de hidrogénios, e de
aproximadamente 70 ppm, para o espectro de carbono. Além disso, os sinais relativos
as demais partes dos substituintes confirmam sua obtencéo. Para o derivado 03, em
vez do sinal acima descrito, nota-se a presenca de mais uma metoxila, devido a
insercao de um grupo CHs ligado diretamente ao oxigénio.

Nos espectros de massas, nota-se o pico base com valor da razdo m/z com os
valores esperados, sendo que, em alguns casos, houve a formacdo de adutos com

sédio e potassio.
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4.1.7 Obtenc¢éo do derivado DL0O7, DL0101 e DL0301

Para obtencdo do derivado DLO7 primeiramente € necessario fazer uma
epoxidacdo do derivado DL04, seguido de uma reacdo para abertura do epoxido e
formacao do diol esperado. Para reagdo de epoxidacao foi seguido o método descrito
por Luo, Qato e Guenthner (1992), utilizando o acido meta-cloro-perbenzdéico como
reagente.

O mecanismo proposto para a rea¢do de epoxidacdo, que esta representado
na figura 26, demonstra o ataque dos elétrons © da dupla ligagdo ao ultimo oxigénio
do per acido e, simultaneamente, os elétrons da ligacdo do oxigénio com o hidrogénio
atacam o carbono terminal da cadeia propenilica. Segue-se, entdo, com os elétrons «
da carbonila captando o hidrogénio que foi liberado e forma-se uma dupla ligagdo com
os elétrons que ligavam os dois oxigénios, gerando novamente uma carbonila. Esse
processo resultara na formacao de um epdxido na regido onde havia a insaturacao na

cadeia do derivado DL04 e do acido meta-clorobenzaico.

Figura 26 — Mecanismo proposto para a reacédo de epoxidacao.

Fonte: Da autora.

A reagéo durou cerca de 5 horas, tendo consumo total do material de partida,
derivado DL04. Nao foram feitas a purificacdo e caracterizacdo do produto, devido a
instabilidade inerente de epoxidos. Partindo, assim, para a reacdo seguinte, de
abertura e formacao do diol, utilizando o método descrito por Tyman e Payne (2006).

Na figura 27 encontra-se demonstrado 0 mecanismo proposto para a reagao
de abertura do epéxido, que consiste em duas etapas. Na primeira etapa observa-se
um ataque nucleofilico da base presente no meio ao carbono ligado diretamente ao
oxigénio, levando a abertura do epéxido. A etapa seguinte consiste na protonacéo do
alcoxido através da adicdo de &cido, formando, assim, o diol esperado (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012).
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Figura 27 — Mecanismo proposto para a reac¢ao de abertura do epoxido.
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Fonte: Da autora.

Para o segundo grupo de substancias propostas as reacdes acima descritas
foram realizadas tendo como material de partida os derivados DLO1 e DLO3 para a
obtenc¢ao dos derivados DL0101 e DL0301, respectivamente.

A identidade dos didis obtidos foram confirmadas por espectroscopia de RMN,
0 que indica também que a formacao do epoxido foi bem sucedida. Nas figuras 151,
156 e 150 encontram-se os espectros de RMN de 'H, no qual a formacéo do diol é
confirmada pela presenca dos sinais a 6 1,06 dos hidrogénios H17, o dupleto a 6 4,29
referente a H15 e, também, um sinal sobreposto dos hidrogénios de H16 e metoxilas.
Além disso, no espectro do derivado DLO7 (FIGURA 151), observam-se sinais entre
3,29-2,01 ppm relativos aos hidrogénios das hidroxilas do diol.

No espectro de RMN de 3C (FIGURA 152, 157, 161), notam-se o0s sinais a &
18,8 relativo a C17, a 6 72,3 relativo a C16 e a 4 79,6 relativo a C15, e auséncia dos

sinais propenilicos.

4.1.8 Obtencé&o do derivado DL22, DL0103 e DL0303

O derivado DL 22 foi obtido a partir da oxidacdo do derivado DL21, que possui
um grupo aldeido em sua estrutura. Da mesma forma que, para o segundo grupo de
substancias, os derivados DL0103 e DL0303 foram obtidos a partir dos aldeidos
DL0102 e DL0302. O método usado foi descrito por Pearl (1950) e se trata do
emprego de 6xido de prata em meio basico. Essa reac¢ao envolve um agente oxidante
relativamente brando e seletivo, ndo afetando outros grupos oxidaveis.

Possivelmente, a reacao ocorre por formacdo, em meio alcalino, dos hidratos dos
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aldeidos e subsequente oxidacdo dos mesmos (JAMES, 2015). O mecanismo exato
pelo qual ocorre essa reacao nao foi encontrado durante as pesquisas bibliograficas
realizadas.

A confirmacgéo da obtencdo dos produtos pode ser feita através de métodos de
espectrometria. Pelos espectros de absorcao na regiao do infravermelho (FIGURAS
163, 168, 172), notam-se bandas caracteristicas de estiramento O-H e de carbonila
de acidos carboxilicos. Pelos espectros de RMN de 'H, apresentado nas figuras 164,
169 e 173, observa-se um maior deslocamento dos hidrogénios proximos a carboxila
devido a efeitos de ressonancia, e nos espectros de RMN de 3C, o sinal referente a
carbonila de acido carboxilico em 172,3 ppm (FIGURAS 165, 170, 174). No espectro
de massas do derivado DL22 (FIGURA 167), o valor da razao m/z do pico base esta

de acordo com o esperado

4.1.9 Obtencé&o do derivado DL23

A reacdo de reducao via boridreto de sédio foi adaptada dos estudos feitos por
Ward e Rhee (1989) e Mochalov e colaboradores (2016). Foi utilizada para obter o
derivado DL23 a partir da reducéo do grupo aldeido presente no derivado DL21. A
escolha desse método deve-se a utilizacdo de condicdes mais brandas para que a
reacao 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 alcodis. Isso permite, por exemplo, o uso de mistura bifasica de solventes, como
etanol-agua ou mesmo solvente organico isolado, sem secagem prévia. A duracao
média para término da reacao foi de 30 minutos.

O mecanismo envolvido nesta reacdo esta demonstrado na figura 28. O
boridreto de sédio funciona como um doador de hidreto para a carbonila do aldeido.
Primeiramente, um hidreto do NaBH4 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 sédo repetidas até que todos os
hidrogénios do boro sejam transferidos as demais moléculas de aldeido (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012).
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Figura 28 — Mecanismo proposto para reacdo de reducédo via NaBHa.

Etapa 1:
I @'T' ® & 5
+ HSB-HNa ———~ H + H-B-H
~o H i ~o H
* " O g
O O Na
Etapa 2:

R ] »
~o H + HOl — = " ]@VOH + NaCl
® o)
Na 06\/

Fonte: Da autora.

A obtencdo do derivado DL23 pode ser confirmada através do espectro de
RMN de H, pelos sinais dos hidrogénios ligados ao C17, com deslocamento de 4,27
ppm, e pelo sinal do hidrogénio da hidroxila em 2,02 ppm. Pelo espectro de RMN de
13C, pelo sinal de C17 em 63,6 ppm. Pelo espectro de absorcdo na regido do
infravermelho, onde nota-se banda caracteristicas de estiramento O-H de &lcool. E,
por fim, pelo espectro de massas, onde o valor da razdo m/z do pico base esta de
acordo com o esperado (FIGURAS 176 a 180).

4.2 AVALIACAO BIOLOGICA

Apos os derivados terem sido obtidos e caracterizados, eles foram submetidos
a avaliagao bioldgica in vitro contra formas epimastigotas do parasito T. cruzi. Também
foram feitos estudos quanto a toxicidade dessas substancias frente a células sadias,
sendo utilizadas células Vero. O método empregado em ambas as analises foi o
colorimétrico, empregando resazurina como o reagente de cor.

Cada substancia foi incubada por 72 horas com a forma epimastigota do
parasito ou com a célula Vero. Em seguida, a resazurina foi adicionada a fim de se
observar a viabilidade tanto dos parasitos, no caso dos ensaios contra as formas
epimastigotas, como com as células sadias, no caso dos ensaios de citotoxicidade.

A resazurina € um indicador amplamente utilizado, possui coloragdo azul que,
guando reduzida a resorufina pelas células, vai a uma coloracao rosa, que é altamente
fluorescente (PAUL et al., 2018). Essa reducdo indica que as células do parasito ou

as sadias estao viaveis. No caso do ensaio contra a forma epimastigota, a coloragéo
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rosa indica que as substancias nao tiveram efeito tripanocida, enquanto nos ensaios
de citotoxicidade essa coloracdo indica que as substancias ndo foram toxicas as

células Vero.

Figura 29 — Reducgéo da resazurina a resorufina.

(0] 0 OH (0] (0] OH
) (0] X (0] XN OH i
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N Sy = 0, QJ
(o} (0]
Resazurina Resorufina Diidroresorufina

Fonte: Da autora.

Ja para a andlise contra as formas amastigotas, que sdo intracelulares, a
determinacdo da atividade das substéncias foi feita a partir quantificacdo do
percentual de células infectadas, comparativamente as células controle. A
guantificacao foi feita em microscopio 6ptico, apds as técnicas de fixacao e coloracéo
por Giemsa.

Os resultados obtidos das analises de atividade tripanocida e de citotoxicidade
para o primeiro conjunto de substancias estdo apresentados na tabela 1 em valores
de concentracao inibitéria da substancia avaliada que induz a 50% do efeito analisado
(Clso) e de concentracao da substancia que reduz a viabilidade celular em 50% (CCso).

Com a andlise dos resultados foi possivel observar que os derivados DLO1,
DL02, DLO7 e DL 22 foram os mais ativos, com valores de Clso abaixo de 50,0 ug.mL-
1, Dentre estes, a propria licarina A (DL01) e o derivado DL02, com a cadeia propilica,
foram os que manifestaram os melhores resultados. Porém, estas substancias
também demonstraram um maior perfil de toxicidade, o que pode estar relacionado a
auséncia de grupos ligados a hidroxila fendlica, fazendo com que esta esteja
desbloqueada.

Outro fato importante a ser observado quanto a citotoxicidade das substancias
é que, ao converter a unidade de pg.mL?* para umol.Lt, observamos que o DL22, na
verdade, apresenta maior carater citotoxico que a licarina A (DL01), com valores de

995,7 e 1189,0 umol.L?, respectivamente.
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Tabela 1 — Valores de Clso contra epimastigotas de T.
cruzi e CCso para células Vero®, em pg.mL?

(umol.LY).

Derivado Clso CCso
DLO1 11,1 +0,8 (34,0) 388,04 (1189,0)
DLO2 14,1 + 1,4 (42,9) 123,47 (376,0)
DLO3 136,1 + 35,9 (399,8) >500 (>1468,8)
DLO4  127,6+14,1(283,0)  >500 (>1108,8)
DLO5 80,3 +14,4(177,3) >500 (>1103,8)
DLO6  146,9 +6,5 (338,1) >500 (>1150,7)
DLO7 33,7 £ 6,6 (69,5) >500 (>1031,0)
DLO08 >200 (>433,4) >500 (>1083,4)
DL10 161,9 + 5,8 (362,6) >500 (>1119,8)
DL11 80,9 + 8,2 (194,2) >500 (>1200,5)
DL12 74,1+ 21,6 (202,2) >500 (>1364,4)
DL13 74,7 + 3,6 (189,4) >500 (>1267,4)
DL14 >200 (>456,0) >500 (>1140,0)
DL15 97,6 + 3,8 (216,4) >500 (>1108,8)
DL16 109,1 + 4,6 (241,9) >500 (>1108,8)
DL17 135,6 + 4,9 (307,1) >500 (>1132,5)
DL19 >200 (>470,7) >500 (>1176,7)
DL21 58,2 + 0,3 (125,2) >500 (>1075,4)
DL22 46,3 + 6,1 (96,3) 478,89 (995,7)
DL23 63,2 +11,6 (135,3) >500 (>1070,8)

BZ 4,8 £0,5(18,4) 250,0 (960,6)

Fonte: Da autora.

O derivado DLO04, que foi utilizado como protétipo para o trabalho, nao

apresentou atividade significativa durante os ensaios agora realizados. Em avaliacdes

anteriores de um trabalho do nosso grupo de pesquisa, esta substancia apresentou

um valor de Clso de 6,7 ug.mL™, o que néo foi reproduzido neste estudo. Do mesmo

modo, diversas substancias analogas ao derivado DL04, com a hidroxila fendlica
benzilada, também n&o apresentaram atividade tripanocida consideravel. Fato
também observado para aqueles derivados que possuem uma cadeia alquilica ligada
a hidroxila fendlica da licarina A.

Contudo, o derivado DL0O7, mesmo apresentando a hidroxila fendlica benzilada,
mostrou uma boa atividade, com valor de Clso igual a 33,7 pg.mL1. Possivelmente

relacionada a sua cadeia propilica di-hidroxilada. Apesar do mecanismo de acéo
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dessa substancia ndo estar elucidado, estudos como de Fernandez-Pastor e
colaboradores (2018) mostram a atividade de substancias poliidroxiladas contra
tripanossomatideos da espécie T. brucei, relacionando a presenca de diversas
hidroxilas na estrutura a atividade desempenhada por esse tipo de substancia frente
a diferentes alvos biolégicos, como se confirma em dados da literatura.

Os derivados oriundos da oxidacao da cadeia alilica da licarina A, sendo eles
os derivados DL21, DL22 e DL23, apesar da hidroxila substituida, também
apresentaram consideravel atividade tripanocida. Dessa forma, pode-se considerar
gue a presenca de grupos oxigenados na estrutura, como hidroxila e carbonila,

auxiliam na atividade contra T. cruzi.

Figura 30 — Estrutura quimica da licarina A (DL01), do precursor (DL04) e dos derivados mais ativos

do primeiro grupo.
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Fonte: Da autora.

No estudo de Morais e colaboradores (2020), também foram avaliadas a
atividade da licarina A e alguns derivados como agentes tripanocidas. Um dos
derivados por eles sintetizados foi a licarina A com a hidroxila fendlica alilada, mesma
substituicdo realizada no derivado DL12. Assim como neste trabalho, os autores nao
observaram atividade com essa substituicdo, porém, ao realizar um rearranjo de Fries,
fazendo com que o grupo alilico se posicionasse orto a hidroxila fendlica, observou-
se uma 6tima atividade contra as formas tripomastigotas do parasito (Clso 5.0 £ 0.8
umol.L1). Tal fato reforca a importancia da hidroxila fendlica na estrutura, e pode
indicar um possivel efeito estérico que levou a obtencdo do menor efeito citotoxico e

melhor indice de seletividade (IS 9,0) apresentado por essa substancia.
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Em adicdo aos estudos acima relatados, foi realizada uma triagem em
concentragdo Unica de 5,0 pg.mL? para a forma amastigota com aqueles derivados
gue manifestaram uma maior atividade contra a forma epimastigota. O derivado DLO7
MOostrou ser 0 mais promissor e, portanto, deu continuidade para os ensaios com curva
de concentragéo para determinagao do Clso. Na figura 31 encontra-se apresentado o
gréfico da atividade do derivado em questdo sobre amastigotas intracelulares de T.
cruzi, onde observamos que o valor de Clso encontrado foi de 1,23 pg.mL?, o que
demonstra o alto potencial tripanocida da substancia, sendo um bom candidato para
continuidade dos estudos, como 0s ensaios in vivo e estudos bioguimicos de

mecanismo de acao.

Figura 31 — Gréafico da atividade de DLO7 sobre amastigotas intracelulares de T.

cruzi.
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Fonte: Da autora.

Por fim, foi realizado um ensaio de atividade anti-tripomastigota com quatro
derivados, a licarina A (DLO1), o protétipo (DL04), e os derivados DL0O7 e DL22. Os
resultados obtidos nessa analise sdo observados na figura 32. Assim como visto nos
ensaios anteriores, a licarina A é a substancia com maior efeito também contra a forma
tripomastigota do T. cruzi, seguido do derivado DLO7, que até em baixas

concentragcdes consegue uma alta mortalidade dos parasitos.
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Figura 32 — Grafico da atividade anti-tripomastigota das substancias DL01, DL04,

DLO7 e DL22.
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Fonte: Da autora.

Notas: Tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram incubados por 24 horas com
concentragbes decrescentes das substancias (1,25 a 10pg/mL). A
quantificacdo dos parasitos vivos foi feita em cAmara de Neubauer.

Na tabela abaixo (TABELA 2) encontram-se os valores de concentracao das
substancias efetivas para a morte de 50% e de 90% dos parasitos. Analisando esses
dados podemos observar que as substancias DLO1 e DLO7 apresentaram valores
préximos de concentracdo anti-tripomastigota, sendo as mais promissoras. Diante
isso, e com base nos resultados de toxicidade em células sadias, o derivado DLO7 foi

um bom candidato para seguir com os estudos de atividade in vivo.

Tabela 2 — Atividade anti-tripomastigota de T. cruzi.

EC-50 EC-90 (ug/mL) EC-90

Substancia  EC-50 (ug/mL)

(umol.L™Y) (umol.L™Y)
DLO1 0,77 2,36 2,45 7,51
DLO7 1,47 2,97 3,79 7,81
DL22 5,05 10,50 22,48 46,74

Fonte: Da autora.

Além desse primeiro grupo de vinte derivados, foram avaliados outros seis
novos derivados (FIGURA 33) que ndo apresentam em sua estrutura o substituinte 4-
cloro-benzilico do protétipo, mas possuem as outras modificagdes estruturais que se
mostraram mais ativas, a fim de analisar a influéncia desse substituinte na hidroxila
fendlica. Essas substancias foram analisadas contra as formas amastigotas e

tripomastigotas do parasito, que sao as formas evolutivas presentes no homem.



60

Figura 33 — Estrutura quimica do segundo grupo de derivados.
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Fonte: Da autora.

Na figura 34a, encontra-se apresentado o gréafico da porcentagem de inibicao
da viabilidade celular quando em contato com as substancias de estudo. De forma
geral, observa-se que as substancias com a hidroxila livre apresentaram uma maior
citotoxicidade do que aquelas que possuem essa hidroxila bloqueada por um grupo
metila. Fato este que apenas nao é observado para os derivados contendo acido

carboxilico em sua estrutura, no qual aquele com a hidroxila fendlica livre mostrou-se
menos toxico.

Figura 34 — Gréficos dos ensaios de citotoxicidade e contra a forma amastigota para o segundo grupo
de substancias sintetizadas.
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Fonte: Da autora.

Notas: (a) grafico da porcentagem de inibicdo da viabilidade celular para células de mamiferos. As
barras representam média e SD de dois experimentos independentes. Os simbolos indicam
diferenca significativa (p<0,05) comparativamente a substancia precursora na concentracédo de
100ug/mL (*) ou 50 ug/mL (#) utilizando o teste Dunnett's multiple comparisons., (b) grafico da
porcentagem de inibicdo da infeccdo de células tratadas.
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A presenca do grupo aldeido na estrutura mostrou ser a modificacdo que
ocasiona maior efeito toxico. Esta alteracdo somada a hidroxila fendlica livre, presente
no derivado DL0102, levou ao resultado de maior efeito citotoxico, juntamente ao do
precursor, licarina A (DL01). Neste caso, mesmo a diminuicdo da concentragao
utilizada néo levou a diminuigéo significativa do efeito observado.

Os resultados obtidos no ensaio contra formas amastigotas encontram-se
apresentados na figura 34b. Neste grafico observa-se que todos os derivados
avaliados ndo obtiveram uma porcentagem de inibicdo da infeccao superior a 50%,
valor esse inferior ao encontrado para o benznidazol que na concentracdo de 10
ug.mL* inibe cerca de 80% da infeccdo pelo parasito. A substancia com maior
atividade foi a licarina A (DL01), seguida dos derivados metilados DL0302, DLO3 e
DL0301. A maior atividade dos derivados metilados pode estar associada ao fato de
possuirem um maior logP, o que facilitaria a passagem pela membrana celular.

No gréfico 35 estdo apresentados os resultados da atividade desse segundo
grupo de derivados contra a forma tripomastigota do parasito. De forma geral, esse
grupo nao apresentou atividade significativa quando avaliado a porcentagem de
mortalidade dos parasitos. A licarina A (DLO1) foi a substancia com maior atividade
contra a forma tripomastigota em todas as concentra¢cdes, com mortalidade superior
a 70% quando utilizada a menor concentracdo de 2,5 pg.mL?, em seguida o derivado
DLO03, precursor do grupo metilado, apresentou alta mortalidade dos parasitos,
especialmente nas concentracdes mais altas. Dos novos derivados propostos, apenas
agueles com o grupo aldeido em sua estrutura (DL0102 e DL0302) conseguiram
alcancar uma elevada mortalidade dos parasitos quando tratados com 10 pg.mL* de
substancia.

Ao correlacionar os dados apresentados, nota-se que, de forma geral, as
substancias mais ativas apresentam, também, uma maior citotoxicidade. Os
resultados frente as formas amastigotas e tripomastigotas do parasito foram distintos,
sobretudo para DL0102, que ndo apresentou atividade significativa para amastigota,
podendo estar relacionado a sua capacidade de alcancar o interior celular e, com isso,

0 parasito.
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Figura 35 — Gréfico da atividade anti-tripomastigota para o segundo grupo de substancias sintetizadas.
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Fonte: Da autora.

Nota: Tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram incubados por 24 horas com concentracdes
decrescentes das substancias (2,5; 5,0 a 10ug/mL). A quantificacdo dos parasitos vivos foi feita
em camara de Neubauer. Os simbolos indicam diferenca significativa ((p<0,05)
comparativamente a substancia precursora utilizando teste T.

O derivado mais promissor deste segundo grupo de substancias, mediante os
resultados apresentados, foi DL0302, que apresentou significativa atividade tanto
contra as formas amastigotas quanto com as formas tripomastigotas do parasito.
Porém, esse resultado ainda € inferior ao encontrado para o derivado DLO7, do
primeiro grupo de substancias e, portando, o seguimento dos estudos foi realizado
com a licarina A (DLO1), precursora dos derivados, e com DL0O7, que foi o de melhor
atividade tripanocida contra todas as formas evolutivas do parasito.

As substancias selecionadas, DLO1 e DLO07, foram encaminhadas para a
realizacdo dos estudos de atividade in vivo para avaliacdo do potencial em reduzir a
parasitemia. A partir do quinto dia de infec¢éo foi confirmada a infec¢éo e iniciado o
tratamento. A confirmacdo da infeccdo e a avaliacdo da parasitemia foi realizada
através do exame de sangue fresco, onde o sangue foi coletado da veia caudal,
seguindo a analise das laminas e contagem dos parasitos de acordo com o método
de Brener (1962). Essa contagem foi realizada até o décimo terceiro dia de infeccao,
apos esse periodo permaneceu apenas a avaliagdo do peso dos animais e
acompanhamento da mortalidade.

Na figura 36 tem-se apresentados os graficos de parasitemia dos camundongos
tratados com a substancia DL01, em a), e com a DLO7, em b). Para DLO1 observa-se
gue o grupo tratado com a dosagem de 10 mg.kg* apresentou um perfil similar ao
grupo controle positivo, indicando que nessa dosagem ndo houve uma reducéo do
ndamero de parasitos pela substancia administrada. Nas concentracfes de 50 e 100

mg.kg?, o perfil de reducdo da parasitemia foi maior quando comparado ao controle
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positivo, podendo ser observado o nimero maximo de cerca de quatrocentos mil
parasitos no pico da parasitemia, € minimo de cerca de trés mil parasitos no décimo
primeiro dia, com ligeiro aumento subsequente. Tais dados mostram que DLO1 ndo
foi tdo efetiva na reducdo da parasitemia, mesmo quando administrado na maior
dosagem.

Analisando a parasitemia dos camundongos tratados com DLO7 (FIGURA 36b),
observa-se um padréo diferente do visto para DL0O1, com maior redu¢cdo do namero
de parasitos. Apesar do grupo tratado com 10 mg.kg ter apresentado um perfil similar
ao grupo controle, o aumento da dosagem levou a uma reducgao significativa no
namero de parasitos encontrados. Observa-se essa reducdo especialmente nos
animais que foram tratamos na maior concentracédo, de 100 mg.kg™?, onde no oitavo
dia, pico da parasitemia, foram encontrados cerca de sessenta mil parasitos, numero
este que foi diminuindo chegando a préximo de zero no décimo dia. Com isso,
podemos verificar que o0 uso da substancia DLO7 nas concentracdes de 50 e,
principalmente, na de 100 mg.kg?! teve um efeito positivo na reducdo da carga

parasitaria nos animais tratados.

Figura 36 — Curvas de parasitemia realizadas em camundongos experimentalmente infectados por
5000 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T. cruzi e tratados com as substancias
DLO1 (a) e DLO7 (b) nas dosagens de 10, 50 e 100mg/kg.
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Fonte: Da autora.

A variacdo de peso dos camundongos também é um quesito importante para
verificar se as substancias utilizadas possuem algum potencial protetor, visto que o
aumento da parasitemia leva a debilidade do animal. Além disso, a perda de peso
pode ser um indicativo de toxicidade do tratamento. Ao analisar a figura 37, podemos

observar que nos animais sem tratamento houve uma reducéo significativa do peso
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dos animais a medida em que a infecgdo avancava. Esse mesmo comportamento foi
notado para os animais tratados com a substancia DL01, em todas as dosagens. Para
aqueles tratados com DLO7 notou-se um ligeiro aumento de peso no inicio do
tratamento com queda ap6s o término nos animais tratados com 10 e 50 mg.kg™? da
substancia. J4 para o tratado com 100 mg.kg? de DLO7 notou-se uma maior
constancia do peso dos animais, com pequenas variacdes positivas e negativas, mas

dentro de um perfil de normalidade.

Figura 37 — Variacdo de peso ao longo de 37 dias dos camundongos experimentalmente infectados por
5000 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T.cruzi e tratados com as substancias DLO1
(a) e DLO7 (b) nas dosagens de 10, 50 e 100mg/kg.
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Fonte: Da autora.

Ao verificar os graficos de percentual de sobrevivéncia dos camundongos
utilizados no estudo (FIGURA 38), podemos afirmar que a maioria dos animais vieram
a 6bito por volta do vigésimo dia de acompanhamento, o que coincide com um periodo
prévio de reducdo de peso. Os animais que tiveram uma maior sobrevida foram os
tratados com DLO1 em 50 e 100 mg.kgt, com taxa de sobrevivéncia de 33%, ou seja,
um animal, ambos vindo a 6bito antes do trigésimo dia de acompanhamento. Além
desses, o0s animais tratados com 100 mg.kg?' da substancia DLO7 foram
acompanhados durante 37 dias, apresentando comportamento, além da variacédo de
peso, dentro da normalidade. Apds esse periodo esses animais foram sacrificados.

Por essa analise podemos constatar que a substancia DLO7 apresentou um

perfil de protecdo dos animais e reducdo da parasitemia, pois além de diminuir o
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namero de parasitos no organismo do camundongo, permitiu sua sobrevida. Outro
fato que pode ser ressaltado é que tal substancia apresenta baixa toxicidade, visto
gue os animais tratados com a maior dosagem permaneceram estaveis, enquanto 0s
tratados com as dosagens mais baixas morreram em menos dias, indicando ser um

efeito do parasito e ndo da substancia.

Figura 38 — Percentual de sobrevivéncia ao longo de 37 dias dos camundongos experimentalmente
infectados por 5000 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T. cruzi e tratados com as
substancias DLO1 (a) e DLO7 (b) nas dosagens de 10, 50 e 100mg/kg.
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Fonte: Da autora.

A atividade observada para o derivado DLO7 pode ser confirmada pelo grafico
apresentado na figura 39, onde podemos verificar que nos camundongos tratados com
50 e 100 mg.kg* dessa substancia houve uma diminuicéo significativa da parasitemia.
Essa significancia a comprovada pela diferenca estatistica observada nessas duas

concentragoes.

Figura 39 — Gréficos de area sob a curva dos ensaios in vivo das substancias DLO1 e DLO7.
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Fonte: Da autora.

Nota: Os simbolos indicam diferenca significativa (p<0,05) comparativamente do grupo controle a
substancia avaliada na concentracdo de 50 mg.kg? (*) e 100 mg.kg™* (**) utilizando o teste
Dunnett's multiple comparisons.
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4.3 ESTUDOS COMPUTACIONAIS

4.3.1 Estudos de ancoragem molecular

Para os estudos de ancoragem molecular foram selecionados alguns dos
derivados sintetizados juntamente com aquele de maior atividade, suas estruturas
encontram-se apresentadas na figura abaixo (FIGURA 40). A escolha foi realizada
com base nos resultados de atividade obtidos e, principalmente, nas diferencas
estruturais dos derivados, a fim de reunir representantes de cada grupo de
modificacao estrutural para que se obtivesse uma colecéo de derivados com maior ou
menor flexibilidade, mais ou menos grupos polares, maior ou menor tamanho e,
portanto, com uma diversidade estrutural capaz de auxiliar na andlise do potencial de

inibicdo dessa enzima.

Figura 40 — Estrutura quimica dos derivados selecionados para estudo de ancoragem molecular.
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Fonte: Da autora.

Primeiramente, antes da realizacdo da ancoragem molecular em si, foi feito o
preparo da enzima e dos ligantes. A estrutura da enzima tripanotiona redutase foi
obtida a partir do Protein Data Bank, sendo utilizada uma estrutura oriunda do parasito
T. cruzi, complexada com o substrato natural (tripanotiona) e com seu cofator (FAD),
sob o cédigo 1BLZ, obtida por cristalografia por Bond e colaboradores (1999).

Apds esse processo 0s estudos de ancoragem da enzima com os ligantes

foram realizados utilizando o programa AutoDock Vina 1.1.2, foram gerados os valores
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de energia de ligagdo dos complexos enzima-ligante e, para cada ligante, uma série
de conformacdes assumidas pelos ligantes em complexos de baixa energia com a
enzima. Para analise, foram selecionados apenas os complexos mais estaveis obtidos
para cada ligante. Esses resultados obtidos nos estudos de ancoragem molecular
foram analisados por meio dos programas PyMOL e BIOVIA Discovery Studio
Visualizer.

Os dados obtidos da energia de ligacdo entre as substancias e a enzima,
apresentados na tabela 3, nos mostram quais complexos possuem maior estabilidade.
Essa correlagdo é feita avaliando quais substancias apresentaram menor energia de
ligacdo, ou seja, quais substancias possuem um menor gasto energético ao interagir
com a tripanotiona redutase. Quanto menor o gasto energético, maior a estabilidade
e, consequentemente, maior a afinidade na ligacado enzima-substancia. Dessa forma,
para as substancias avaliadas, DLO7 apresentou a menor energia de ligagéo, de -8,4
kcal.mol%, indicando ser a de maior afinidade com o sitio ativo da enzima, o que esta

de acordo com os resultados biologicos obtidos.

Tabela 3 — Energia de ligacao entre as substancias e

a enzima tripanotiona redutase em

kcal.mol*
Substéncia Ener(g;(z;\a(ljlfnlci)gl;)agéo
DLO1 -7,2
DLO3 -6,8
DLO5 -8,0
DLO7 -8,4
DL19 -7,6
DL22 -8,1
DL0301 -7,0

Fonte: Da autora.

Na figura 41 encontra-se apresentada a imagem das estruturas avaliadas
ancoradas, de forma sobreposta, ao sitio ativo da tripanotiona redutase. Essa enzima
€ dimérica, ou seja, € constituida por duas cadeias proteicas iguais, que sao
observadas na imagem nas cores azul e verde. O sitio ativo estd localizado na
interface das cadeias proteicas, sendo, portanto, formado por aminoacidos de ambas
as partes. Nota-se que as sustancias se diferem na forma como ancoram no sitio ativo,

subdividindo-as em dois subgrupos, em vermelho o grupo 01 e em azul o grupo 02.
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Figura 41 — Imagem das estruturas ancoradas no sitio ativo da enzima tripanotiona redutase.

Fonte: Da autora.

Essa diferenca de interacdo desses grupos € observada com mais detalhes na
figura 42, onde podemos notar que seis residuos de aminoacidos permanecem na
regiao de interacdo de ambos os grupos, sendo eles Glu466, His461, Pro462, Thr463,
Leu399 e Pro398 No grupo 01, em vermelho, existem trés residuos de aminoacidos
diferentes, sendo eles Ser464, Lys62 e Lys402, enquanto no grupo 02, em azul, seis
residuos de aminoacidos distintos estdo presentes na regido de interacdo, Gly459,
Cys469, Ser470, Pro336, 11e339 e 1le458.

Figura 42 — Grupos das substancias avaliadas divididos de acordo com sua similaridade
de interagdo com o sitio ativo da enzima tripanotiona redutase.
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69

Esses grupos foram analisados separadamente, observando as principais
interacdes entre cada uma das substancias e o sitio ativo da tripanotiona redutase. O
grupo 01 € composto pelas substancias DLO1, DL19, DL22 e DL0301, e as suas
interagbes com a enzima estdo demonstrada na figura 43. Em DLO1 observam-se
interacBes do tipo ligacdo de hidrogénio com o aminoécido Leu399 e interacao do tipo
amida-1r com participagcao dos aminoacidos Pro462 e Thr463. Para a substancia DL22
destaca-se a interacao cation-m com Lys402 e, por fim, para DL0301 interacdes do
tipo ligacao de hidrogénio com Glu466 e Thr463 e cation-m com Lys402. As interagdes
de DL19 e as demais interagbes das outras substancias sdo interagbes do tipo

hidrofébicas, como as Van der Waals, e ndo estao apresentadas nas figuras.

Figura 43 — Interacdes das substéncias DLO1, DL19, DL22 e DL0301 com os
aminoécidos do sitio ativo da enzima tripanotiona redutase.
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Fonte: Da autora.

As substancias DL03, DL05 e DLO7 possuem forma similar de ancoragem a
enzima e, por isso, constituem o grupo 02. Analisando as principais interagdes dessas
substancias temos que DLO3 interage com Glu466 por interacdo do tipo anion-1r e
com Ser470 por ligacao de hidrogénio. DLO5 tem intera¢6es do tipo sigma-1r com 0s
aminoacidos Leu399, His461 e 11e339. Por fim, a substancia DL0O7 também interage
com 1le339 e Leu399 por interacdo do tipo sigma-1r e com 0 aminoacido Gly459 por
ligacdo de hidrogénio (FIGURA 44).
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Figura 44 - InteragBes das substéncias DL03, DLO5 e DLO7 com os
aminoacidos do sitio ativo da enzima tripanotiona redutase.
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Fonte: Da autora.

O fato de DLO7 assumir uma conformacdo estendida no sitio ativo da
tripanotiona redutase possibilita com que ele faga um maior numero de interacdes, 0
gue pode ser responsavel por essa substancia apresentar a menor energia de ligacao
com a enzima e, além disso, sugere-se que esses fatores se relacionem com a maior

atividade de diminuicdo de parasitemia in vivo.

4.3.2 Previsdo das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e

metabodlicas

O servidor online SwissADME é uma ferramenta online gratuita que permite
avaliar parametros farmacocinéticos, fisico-quimicos e metabdlicos de diversas
substancias comparando-as com as caracteristicas de substancias ja conhecidas.
Sendo, dessa forma, possivel avaliar se as substancias obtidas apresentam
caracteristicas necessarias para serem utilizadas como um possivel farmaco
(SHWETA; RASHMI, 2019).

Na tabela 4 encontram-se apresentados dados de propriedades fisico-quimicas
previstas usando o servidor acima mencionado para calculo, sendo eles a formula e
massa moleculares, area de superficie polar topolégica (TPSA) e o coeficiente de

particdo (Mlog P).
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O parametro TPSA esta relacionado com a area de superficie de contribuicdo
de grupos polares presentes nas substancias, interferindo na lipofilia e na
permeabilidade de um composto pelas membranas biologicas, onde valores mais
baixos de TPSA podem estar relacionados ao acesso facilitado ao sistema nervoso
central, e valores muito altos a absorgao limitada pelo trato gastrointestinal.

O Mlog P foi obtido a partir do método de Moriguchi e colaboradores (2011),
onde sao contabilizados os atomos com carater lipofilico e hidrofilico, de acordo com
uma base de dados de mais de 1200 substancias. Os valores de Mlog P encontrados
para os derivados sintetizados encontram-se entre 1,17 e 4,52.

Tabela 4 — Propriedades estruturais e fisico-quimicas previstas para os derivados sintetizados.

Derivado Formula molecular  Massa molecular (g.mol™) TPSA (A?) MLog P
DLO1 C20H2204 326,39 47,96 2,73
DLO2 C20H2404 328,40 47,92 2,81
DLO3 C21H2404 340,41 36,92 2,95
DLO4 C27H27ClO4 450,95 36,92 4,45
DLO5 C27H29ClO4 452,97 36,92 4,52
DLO6 Ca7H27FO4 434,50 36,92 4,35
DLO7 C27H29ClO4 484,97 77,36 2,88
DLO8 C27H27NOs 461,51 82,74 3,02
DL10 C28H300s5 446,53 46,15 3,62
DL11 C27H2804 416,51 36,92 3,98
DL12 C23H2604 366,45 36,92 3,31
DL13 C25H3004 394,50 36,92 3,73
DL14 C2sH3304 438,60 36,92 4,41
DL15 C27H27ClO4 450,95 39,92 4,45
DL16 C27H27ClO4 450,95 36,92 4,45
DL17 C28H27NO4 441,52 60,71 3,28
DL19 Ca25H25Cl04 424,92 36,92 4,44
DL21 C27H25ClOs 464,94 53,99 3,55
DL22 C27H25ClO¢ 480,94 74,22 3,55
DL23 C27H27ClOs 466,95 57,15 3,62

DLO101 C20H2406 360,40 88,36 1,17

DL0102 C20H2005 340,37 64,99 1,82

DL0103 C20H2006 356,37 85,22 1,82

DL0301 C21H2606 374,43 77,38 1,39

DL0302 C21H2205 354,40 53,99 2,04

DL0303 C21H2206 370,40 74,22 2,04

Fonte: Da autora.
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As propriedades farmacocinéticas previstas para os derivados (tabela 5)
englobam dados sobre a probabilidade de serem absorvidos no trato gastrointestinal,
a permeabilidade deles pela barreira hematoencefalica, se podem ser substrato da
glicoproteina P, a permeabilidade cutédnea (log Kp), obediéncia as regras de Lipinski
e a possibilidade de se comportarem como PAINS, previsto pela analise de grupos
presentes nas substancias que podem levar a ocorréncia de falsos resultados durante
ensaios biolégicos.

Com excecao do derivado DL 14, que possui grupo hidrofébico volumoso, todos
0os derivados sintetizados possuem alta permeabilidade no trato gastrointestinal,
caracteristica positiva pois indica que essas substancias podem ser administradas por
via oral. Em relacédo a possibilidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica, a
maioria das substancias ndo possui essa capacidade, sendo uma caracteristica
positiva, visto que se busca uma ac¢ao periférica dos compostos, considerando que os
parasitos alvos se encontram presentes na corrente sanguinea e em células do tecido
cardiaco. O fato de alguns derivados ultrapassarem a barreira hematoencefalica pode
se relacionar a um aumento dos efeitos adversos relacionados ao sistema nervoso
central, o que é um fator negativo.

A glicoproteina P € uma macromolécula que possui diversas fungdes, como
atuar como bomba de efluxo e, desta forma, pode estar relacionada a casos de
desenvolvimento de resisténcia por parasitos a farmacos. Sendo assim, as
substancias que foram preditas como substrato dessa macromolécula possuem uma
maior probabilidade do parasito, caso expresse essa proteina, desenvolver resisténcia
a essas substancias (HUANG et al, 2007). A maioria dos derivados sintetizados possui
a caracteristica de ser substrato da glicoproteina P, o que exige atencao com relacéo
a sua utilizagao.

O parametro log Kp consiste no coeficiente de permeabilidade cutanea das
substancias analisadas, sendo que quanto mais negativo for o valor obtido, menor a
permeabilidade cutanea dessa substancia (PELOZO et al, 2021). Ao avaliar os valores
obtidos podemos observar que as substancias com menor permeabilidade cutanea
sdo aquelas que possuem um menor MLog P, ou seja, substancias com
caracteristicas mais hidrofilicas e, portanto, com menor propenséo a atravessar as

barreiras biolégicas.
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O proximo parametro a ser analisado é a obediéncia das substancias
analisadas a Regra de Lipinski. Para uma substancia ser considerada adequada a ter
boa biodisponibilidade oral, ela deve apresentar massa molecular igual ou abaixo de
500 Da, numero de grupos doadores de ligagdo de hidrogénio (HBD) menor ou igual
a 5, numero de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA) igual ou menor que
10 e logaritmo do coeficiente de particdo (log P) menor ou igual a 5 (ou MLog P menor
ou igual a 4,15) (LIPINSKI et al., 2001). Apenas sete substancias analisadas violaram
um dos parametros da regra de Lipinski, em todos os casos por possuirem um valor
de MLog P maior que 4,15, porém, por se tratar da violagdo de apenas um dos
guesitos englobados na regra, todas as substancias ainda estdo aptas a possuirem
uma boa biodisponibilidade oral.

Ja em relacdo a presenca de grupos que podem alterar a confiabilidade dos
resultados obtidos em ensaios biolégicos, gerando resultados falsos, conhecido como

PAINS, nenhuma substancia avaliada apresentou algum alerta nesse sentido.

Tabela 5 — Propriedades farmacocinéticas previstas para os derivados sintetizados.

(continua)
Derivado AbsTcgcl;éo Permgzblgidade inScl(J)lz)Sr(t)rgi?]a Log Kp (cm.s™?) \gzlgrgaage PAINS
P Lipinski
DLO1 Alta Sim Nao -5,18 0 0
DLO2 Alta Sim Nao -4,96 0 0
DLO3 Alta Sim Nao -5,03 0 0
DLO4 Alta Nao Sim -4,20 1* 0
DLO5 Alta Nao Sim -3,96 1* 0
DLO6 Alta Nao Sim -4,48 1* 0
DLO7 Alta Nao Sim -5,91 0 0
DLO8 Alta Nao Nao -4,83 0 0
DL10 Alta Nao Sim -4,64 0 0
DL11 Alta N&o Sim -4,44 0 0
DL12 Alta Sim N&o -4,74 0 0
DL13 Alta Sim Nao -4,30 0 0
DL14 Baixa Nao Sim -3,21 1* 0
DL15 Alta Nao Sim -4,20 1* 0
DL16 Alta Nao Sim -4,20 1* 0
DL17 Alta Nao Sim -4,79 0 0
DL19 Alta Nao Sim -4,33 1* 0
DL21 Alta Nao Sim -5,08 0
DL22 Alta N&o Sim -5,14 0
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(concluséo)

Absorcdo Permeabilidade Substrato Violagdo —
Derivado ¢ glicoproteina Log Kp (cm.s™) Regrade PAINS

TGI BHE O

P Lipinski
DL23 Alta N&o Sim -5,19 0 0
DL0O101 Alta Nao Sim -6,89 0 0
DL0102 Alta Sim Nao -6,06 0 0
DL0103 Alta Nao Nao -6,12 0 0
DL0301 Alta Sim Sim -6,74 0 0
DL0302 Alta Sim Nao -5,91 0 0
DL0303 Alta Sim Nao -5,97 0 0

Fonte: Da autora.
Notas: TGI: trato gastrointestinal; BHE: barreira hematoenceféalica; log Kp: permeabilidade cutanea;
PAINS: (pan-assay interference compounds) grupos presentes nas substancias que interferem
nos resultados bioldgicos; (*) violagdo referente a MLogP maior ou igual que 4,15.

Por fim, foram avaliadas as propriedades metabdlicas dos derivados

sintetizados (TABELA 6). Essa avaliagéo foi realizada com as isoformas CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 da enzima citocromo P450 (CYP450),

através da predicao da interferéncia do metabolismo de xenobioticos processados por

elas (PELOZO et al, 2021). Dentre as substéncias analisadas, nenhuma teve

interagdo com a isoforma CYP1A2, por outro lado a maioria dos derivados foram

previstos como inibidores da CYP2D6, indicando que podera haver uma alteragéo no

metabolismo de substancias que sdo processadas por essa via.

Tabela 6 — Propriedades metabdlicas previstas para os derivados sintetizados.

(continua)

Derivado Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor

CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
DLO1 N&o Sim Sim Sim N&o
DLO2 N&o Sim N&o Sim Sim
DLO3 N&o Sim Sim Sim Sim
DLO4 N&o N&o Sim Sim N&o
DLO5 N&o N&o N&o Sim N&o
DL06 Nao Nao Sim Sim Sim
DLO7 Nao Nao Nao Sim Sim
DLO8 N&o Sim Sim N&o Sim
DL10 N&o N&o Sim Sim N&o
DL11 N&o N&o Sim Sim Sim
DL12 N&o Sim Sim Sim Sim
DL13 Nao Nao Sim Sim Sim
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(concluséo)

Derivado Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor

CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
DL14 N&o N&o N&o Sim N&o
DL15 N&o N&o Sim Sim N&o
DL16 Nao Nao Sim Sim Nao
DL17 Nao Sim Sim Nao Sim
DL19 N&o N&o Sim Sim Nao
DL21 N&o Sim Sim N&o Sim
DL22 N&o Sim Sim N&o Sim
DL23 N&o Sim Sim Sim Sim
DL0101 N&o N&o N&o Sim N&o
DL0102 Nao Sim Sim Sim Sim
DL0103 Nao Nao Sim Nao Nao
DL0301 N&o N&o N&o Sim Sim
DL0302 N&o Sim Sim Sim Sim
DL0303 N&o Sim Sim N&o Sim

Fonte: Da autora.

4.3.3 Relacéao estrutura-atividade dos derivados sintetizados

O estudo das relagdes estrutura-atividade tem como objetivo definir, de forma
mais exata possivel, os limites da variagdo estrutural em uma determinada substancia
na qual permaneca a atividade biologica esperada e, também, a forma como as
alteracOes realizadas influenciam na poténcia dessa atividade biologica (Lipnick,
1995).

Durante este trabalho foram propostas alteragdes estruturais na neolignana
licarina A, com o intuito de otimizar sua atividade tripanocida. Os vinte e cinco
derivados sintetizados tém como pontos principais de modificacdo a cadeia
propenilica, destacada em vermelho, e a hidroxila fenélica, destacada em azul
(figura 45).

Figura 45 — Estrutura quimica da licarina A

~ o \0

o
Cr- o

Fonte: Da autora.
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A partir dos dados de atividade biolégica obtidos e apresentados
anteriormente, alguns pontos importantes relacionados as estruturas desses
derivados podem ser destacados. Primeiramente, ao observar o efeito citotoxico
dessas substancias pode-se inferir que a permanéncia da hidroxila fendlica livre
esta relacionada a maior toxicidade, como foi visto para os derivados DLO1 e
DLO2 do primeiro grupo, e para os derivados DL0101, DL0102 e DL0103 do
segundo grupo. Assim, o bloqueio dessa regido por meio de reacles de
eterificacdo mostrou ser uma boa estratégia para a diminuicdo da citotoxicidade.

Apesar de o bloqueio da hidroxila fendlica ser uma importante estratégia,
essa acao também levou a diminuicdo da atividade tripanocida dos derivados da
licarina A ou, até mesmo, a extincdo por completo de sua atividade. Esse fato
pode ser observado na maioria dos derivados avaliados, nos quais foi realizado
apenas esse tipo de modificacdo e, diante disso, os valores de Clso obtidos
ficaram acima de 100 pmol.L'! nos ensaios contra a forma epimastigota do
parasito, valor muito acima do encontrado para o farmaco de referéncia, o
benznidazol (Clso 18,4 umol.L!) e para a proépria licarina A (Clso 34,0 umol.L™).

Os demais derivados, que possuem também alteracdo na cadeia
propenilica, demonstraram um melhor perfil de atividade do que aqueles apenas
com a hidroxila fendlica bloqueada. Essas substancias possuem em sua estrutura
grupos oxigenados, seja aldeido (DL21), acido carboxilico (DL22), alcool primario
(DL23) ou diol oriundo de abertura de epdéxido (DLO7), além do grupo 4-cloro
benzila blogueando a hidroxila fendlica.

Mesmo que as alteracOes realizadas apenas na hidroxila fendlica néo
tenham tido um impacto positivo na atividade dos derivados, essa alteracéo
somada as realizadas na cadeia propenilica levaram a resultados promissores.
Isto pode ser comprovado com os estudos de atividade biolégica do segundo
grupo de derivados propostos, onde as alteragcdes apenas da cadeia propenilica
nao geraram resultados consideraveis de atividade, bem como a insercdo de
apenas um grupo metila a hidroxila fendlica também n&o levou ao impacto
esperado. Com isso, conclui-se que a presenca de um grupo volumoso na regiao
da hidroxila fendlica € importante para a interacdo com o sitio de ligagdo, como

visto nos estudos de ancoragem molecular, onde o grupo 4-cloro benzila interage
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com a tripanotiona redutase por meio de interagdes do tipo sigma, anion ou
cation-Tr.

As propriedades fisico-quimicas dos derivados também s&o um parametro
importante a ser avaliado, especialmente quanto a questdo do carater lipofilico.
Na figura 46, esta apresentado um grafico do logaritmo de Clso encontrado para
o primeiro grupo de substancias contra a forma epimastigota do parasito em
funcdo da lipofilicidade determinada para cada uma dessas substancias (MLog
P). De acordo com Barreiro e Fraga (2008), os farmacos que apresentam maior
coeficiente de particdo possuem uma tendéncia a ultrapassar as barreias
bioldgicas, que possuem um carater hidroféobico, com maior facilidade e, com isso,
apresentar um melhor perfil farmacologico. Porém, ao analisarmos o grafico
abaixo, percebe-se que nao ha uma relacdo direta entre a lipofilicidade das
substancias com a atividade tripanocida, visto que os dados se encontram
bastante dispersos e levando a uma equag¢ao com um baixo valor de R?, indicando
alta variabilidade e auséncia de tendéncia. Além disso, as substancias com maior
atividade possuem um menor valor de MLog P, contrariando o que é observado

na literatura.

Figura 46 — Gréfico do -logClso em epimastigotas em funcéo do MLog P
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Fonte: Da autora.

Por fim, pode-se concluir que a oxidacao da cadeia propenilica da licarina A, a
gual levou a formacé&o de um derivado di-hidroxilado, somado a presenca de um grupo
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éter 4-cloro benzilico, resultou em uma substancia com boa atividade tripanocida e
baixa citotoxicidade, comprovado pelos estudos in vitro e in vivo. Pelos estudos de
ancoragem molecular observou-se que a presenca das hidroxilas auxilia na ligacdo a
tripanotiona redutase, bem como o grupo 4-cloro benzilico, levando a uma maior
estabilidade na interagcdo com a enzima, com consequente diminuigdo da energia de

ligacdo necessaria.

Figura 47 — Pontos de modificagao estrutural do derivado DLO7.
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Fonte: Da autora.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram sintetizados vinte e cinco derivados da Licarina A, dos
quais os produtos DLO5, DLO7, DL0O8, DL10, DL13, DL14, DL15, DL16, DL0103,
DL0302 e DL0303 sé&o inéditos. Os derivados DL04, DL06, DL17, DL19, DL21, DL22
e DL 23 foram publicados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, paralelamente
a execucdo deste trabalho. Ao se avaliar os resultados obtidos em ensaios
preliminares contra a forma epimastigota de T. cruzi, notou-se que a atividade
encontrada era menor do que a esperada. Dessa forma, optou-se por sintetizar um
pequeno grupo adicional de seis novos derivados, a fim de se obter resultados mais
completos sobre a influéncia do grupo 4-cloro-benzilico na atividade tripanocida. Pelos
resultados obtidos da avaliacéo de atividade tripanocida in vitro de todos os derivados
sintetizados, os derivados DLO7, DL21, DL22 e DL23, do primeiro grupo e DL0302,
do segundo grupo, foram as mais promissoras, sendo que apenas o derivado DLO7
apresentou resultado significativo para ser encaminhado para 0s ensaios in vivo, no
gual mostrou ser uma substancia com capacidade tripanocida importante na
concentracdo de 100 mg.kg?, gerando menor mortalidade que a licarina A aos animais
de experimentagéao.

Pelos estudos computacionais foi possivel observar que o grupo 4-cloro-
benzilico tem papel importante como um ponto extra de ancoragem a tripanotiona
redutase, sendo o derivado DLO7 o que apresentou menor energia de ligacao,
indicando possuir a interagdo mais estavel com a enzima. Além disso, foi possivel
observar pela previsdo dos parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos que essa é
uma substancia com boa capacidade de ser absorvida por via oral, sem atingir o
sistema nervoso central.

Diante disso, pode-se concluir que a inser¢cédo do grupo 4-cloro benzilico e a
cadeia propenilica di-hidroxilada levaram a formacdo do derivado com melhor
atividade tripanocida, o DLO7, tanto quando analisamos 0s ensaios biolégicos quanto
0S computacionais, superando o observado para o precursor (licarina A — DLO1).
Sendo assim, DLO7 é um bom candidato para seguir com estudos aprofundados de
atividade tripanocida in vivo, incluindo andlises histologicas. Referente a parte
estrutural, podem ser pesquisadas técnicas mais efetivas de separacdo quiral para

analisar a atividade dos enantiomeros isoladamente.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 METODOS DE SINTESE E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

As etapas sintéticas foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa em Quimica
Farmacéutica (LQFar) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL-MG. Os
derivados propostos sdo majoritariamente inéditos, e foram obtidos a partir de
diversas etapas sintéticas empregando metodologias atuais e classicas. O
planejamento sintético seguido teve como ponto de partida o acetato de isoeugenol
(Sigma-Aldrich®) adquirido comercialmente, devido a sua maior estabilidade.

A evolucao 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/UV254). As purificacbes 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 irradiagdo de ultrassom
foram efetuadas em banho ultrassénico Cristéfoli, operando na faixa de 50-60 Hz.

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

As analises de espectroscopia na regido do infravermelho (IV) foram realizadas
no Laboratério de Andlise Quimica de Farmacos da UNIFAL-MG, e obtidas em
espectrometros Thermo Scientific Nicolet-iS50, com dispositivo ATR, e os valores
foram descritos em nimero de onda (Umax, cm™). Os espectros de massas de alta
resolucao foram adquiridos em um equipamento Bruker Daltonics micrOTOF QII/ESI-
TOF (sistema de ionizagao por eletronspray/ESI). As amostras foram submetidas para
andlise através de bomba de infusdo, com fluxo de 1,0 pL/min operando no modo
positivo. Tais analises foram realizadas no Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais

e Sintéticos, da Universidade de Sao Paulo, sede de Ribeirao Preto.
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As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C foram
realizadas no Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da UNIFAL-MG, obtidas
em espectrometro Bruker AC-300. Os resultados foram processados com o programa
MestReNova, desenvolvido pela Mestrelab Research S.L.® (verséo 14.1.2; 2019). Foi
empregado como padrdo interno o tetrametilsiiano (TMS) e como solventes
cloroformio deuterado (CDCls) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds). Os valores
de deslocamento quimico sdo dados em partes por milhdo (J, ppm). A humeracao
representada nas figuras ndo condiz com a numeragao associada ao seu nome

guimico, mas foi empregada para se efetuar a atribuicdo dos sinais de RMN.

6.1.1 Hidrolise do acetato de isoeugenol

Figura 48 — Reagéo de Hidrdlise do acetato de isoeugenol.
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Fonte: Da autora.

Foi adicionado em um baldo de fundo redondo 48,5 mmol de acetato de
isoeugenol (10,0 g) e 100,0 mL de agua destilada. A suspensao foi colocada em
agitacdo magnética a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 121,3 mmol
de NaOH (4,85 g) solubilizados em 50,0 mL de &gua destilada. Apos 15 horas de
reacdo, a mesma foi colocada em aquecimento a 70°C. O término da reacao foi
identificado por CCD, usando como eluente cloroformio e metanol (9,75:0,25; v/v),
apos 3 horas de aguecimento. A mistura reagente foi resfriada em banho de gelo e o
pH ajustado para 1,0 com HCI concentrado. O produto foi extraido da fase aquosa
com diclorometano. As fracBes foram reunidas e secas com sulfato de sodio anidro,
removeu-se o sal por filtracdo simples. O filtrado, contendo o produto, foi concentrado
em rotaevaporador. O produto foi purificado por CCS, usando como eluente hexano

e acetato de etila (9,0:1,0; v/v).
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(E)-2-metoxi-4-(prop-1-en-1-il)fenol

Liquido amarelo claro

Rendimento: 75% - 6,0 g (36,5 mmol) a partir de 10,0 g
(48,5 mmol)

Isoeugenol F.M.: C10H1202 M.M.: 164,2 g.mol.

6.1.2 Sintese da licarina A via peroxidase presente em adgua de coco (Rodrigues
et al., 2017)

Figura 49 — Reacdo de sintese da licarina A via 4gua de coco.

~ \
Q ol
/v©/o|.| agua de coco, Hzoz__ 0
PO
ta.
= X

Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 1,0 L de agua de coco fresco,
filtrada, e 6,1 mmol de isoeugenol (1,0 mL). Deixou-se a mistura reacional sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. Ap0s a homogeneizacdo, foram
adicionados 3,7 mmol de peréxido de hidrogénio 30,0% v/v, (0,5 mL). A reacéo foi
acompanhada por CCD usando como eluente hexano e acetato de etila (8,0:2,0; v/v).
Apos 20 horas de reacgdo foi identificado o término da mesma, fez-se, entdo, uma
extracado liquido-liquido com diclorometano a fim de retirar o produto da fase aquosa.
As fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de sddio anidro, e o sal foi
removido por filtracdo simples. O filtrado, contendo o produto, foi concentrado em
evaporador rotatério. O produto foi purificado por CCS, usando como eluente hexano
e acetato de etila (8,0:2,0; v/v).

(E)-2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-(propenil)-2, 3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenol
OH " s¢lido branco
F.F.: 125-133°C
Rendimento: 40% - 0,4 g (1,23 mmol) a partir de
1,08 g (6,1 mmol)
F.M.: C20H2204 M.M.: 326,4 g.mol?

DLO01 (Licarina A)
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Rf: 0,41 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 4,19 £ 0,36

IV (ATR, Ons, cma): 3421 (O-H), 2949 (C-H), 1612 (C=C ar), 1219 (C-O-C).

RMN de *H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 6,96 (s; 1H; H12), 6,88 (s; 2H; H3, H10), 6,76 (d;
2H; J = 6,24 Hz; H5, H6), 6,35 (d; 1H; J=15,72 Hz; H15), 6,13-6,06 (m; 1H; H16), 5,63
(s; 1H; OH), 5,09 (d; 2H; Jn7,H14=9,39 Hz; H7)3,88 (s; 3H; C1-OCHgs), 3,86 (s; 3H; C9-
OCHs3), 3,49-3,39 (m, 1H, H14), 1,86 (d; 3H; J=6,54 Hz; H17), 1,37 (d; 3H; J=6,75 Hz;
H14-CHza).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 146,6 (C8), 146,5 (C2), 145,7 (C1), 144,1 (C9),
133,2 (C4), 132,1 (C13), 132,0 (C15), 130,9 (C16), 123,4 (C11), 119,9 (CH), 114,0
(C6), 113,2 (C12), 109,2 (C3), 108,9 (C10), 93,7 (C7), 55,9 (C1-OCHs, C9-OCHs), 45,5
(C14), 18,3 (C17), 17,5 (C14-CHp3).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C20H2204 327,1591; encontrado
327,1589, erro -0,6113 ppm.

6.1.3 Reacdo de oxidacédo do carbono alilico da licarina A (lliefski; Li; Lundquist,
1998)

Figura 50 — Reacéo de oxidacao do carbono alilico da licarina A.
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Fonte: Da autora.

Foi adicionado em um baldo de fundo redondo 0,5 mL de agua destilada e 0,22
mmol de 2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona - DDQ (0,05 g). A suspensédo foi
deixada em agitacdo magnética a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se
0,1 mmol de licarina A (0,03 g) solubilizada em 2,0 mL de diclorometano. A reacéo foi
acompanhada por CCD, usando como eluente hexano e acetato de etila (7,0:3,0; v/v).
O término da reacéo foi identificado apos 30 minutos, e adicionou-se 0,22 mmol de
acido ascorbico (0,04 g). Apos 10 minutos de agitacdo, o solido foi removido por
filtragcdo simples. Lavou-se o filtrado com uma solugéo saturada de NaHCOgs, a fase
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organica foi seca com sulfato de sodio anidro e o sal removido por filtragdo simples.

O produto foi concentrado em rotaevaporador. A purificacdo do produto foi feita por

CCD preparativa, usando como eluente hexano e acetato de etila (7,0:3,0; v/v).

DL0102

(E)-3-(2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-3-
metil-2,3-dihidrobenzofuran-5-il)acrilaldeido
Solido amarelo amorfo

Rendimento: 31% - 0,16 g (0,47 mmol) a
partir de 0,5 g (1,5 mmol)

F.M.: C20H2005 M.M.: 340,38 g.mol*

Rf: 0,43 (hexano e acetato de etila, 7,0:3,0
v/v)

clogP: 3,09+0,41

IV (ATR, O, CM.): 3418 (O-H), 2931 (C-H), 1667 (C=0), 1592 (C=C ar), 1219 (C-O-

C).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 9,64 (d; 1H; J=7,77 Hz; H17), 7,42 (d; 1H;
J=15,75 Hz; H15), 7,03-6,89 (m; 5H; H3, H5, H6, H10, H12), 6,65-6,57 (m; 1H; H16),
5,18 (d; 1H; J=9,30 Hz; H7), 3,91 (s; 3H; OCH?3), 3,87 (s; 3H; OCHa), 3,57-3,46 (m, 1H,
H14), 1,40 (d; 3H; J=6,81 Hz; C14-CHba).

RMN de 3C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 193,7 (C17), 153,4 (C15), 150,6 (C2), 146,7 (C8),
146,0 (C1), 144,6 (C9), 134,0 (C4), 131,1 (C13), 128,1 (C11), 126,2 (C16), 120,0 (C5),
117,3 (C12), 114,2 (C6), 111,7 (C10), 108,9 (C3), 94,5 (C7), 56,0 (C2-OCHs3), 55,9
(C9-OCHg), 45,0 (C14), 17,6 (C14-CHs).

DL0302

(E)-3-(2-(3,4-dimetoxifenil)-7-metoxi-3-metil-
2,3-dihidrobenzofuran-5-il)acrilaldeido

Solido amarelo

F.F.: 141-146°C

Rendimento: 20% - 0,1 g (0,3 mmol) a partir
de 0,5 g (1,47 mmol)

F.M.: C21H2205 M.M.: 354,40 g.mol*
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Rf: 0,53 (hexano e acetato de etila, 7,0:3,0
A%
clogP: 3,86+0,41

IV (ATR, Ons, cmMa): 2969 (C-H), 1672 (C=0), 1590 (C=C ar), 1223 (C-O-C).

RMN de !H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 9,64 (d; 1H; J=7,71 Hz; H17), 7,42 (d; 1H;
J=15,78 Hz; H15), 7,02-6,83 (m; 5H; H3, H5, H6, H10, H12), 6,65-6,57 (m; 1H; H16),
5,20 (d; 1H; J=9,24 Hz; H7), 3,92 (s; 3H; OCHs), 3,87 (s; 3H; OCHs), 3,86 (s; 3H;
OCHs), 3,55-3,49 (m, 1H, H14), 1,41 (d; 3H; J=6,81 Hz; C14-CHs).

RMN de *3C (¢; DMSO-d6; 75 MHz): 193,6 (C17), 153,2 (C15), 150,6 (C2), 149,3 (C8),
149,2 (C1), 144,6 (C9), 134,0 (C4), 131,8 (C13), 128,1 (C11), 126,3 (C16), 119,2 (C5),
117,3 (C12), 111,7 (C6), 110,8 (C10), 109,6 (C3), 94,4 (C7), 56,0 (C1-OCHs), 55,9
(C2-OCHgs, C9-OCHpg), 45,1 (C14), 17,7 (C14-CH3).

6.1.4 Reacbes de reducdo de alceno da licarina A por hidrogenacao catalitica
(Davies et al., 2010)

Figura 51 — Reacéo de reducéo da licarina A.
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Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 0,15 mmol de licarina A (50,0 mg)
e 10,0 mL de acetato de etila. A reacdo foi colocada em agitacdo magnética e
adicionou-se 10,0% de paladio em carvao (5,0 mg). O balédo de reacao foi vedado e
fez-se atmosfera de hidrogénio, mantendo fornecimento do gas durante todo o periodo
reacional. A reacéo foi finalizada apds 24 horas. O PdC foi removido por filtracdo em
silica, e o produto foi concentrado em evaporador rotatério. A formacéo do produto foi
identificada por CCD, usando como eluente hexano e acetato de etila (8,0:2,0; v/v),

na qual observou-se que 0 mesmo encontrava-se puro.
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2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-propil-2,3-
dihidrobenzofuran-2-il)fenol

Solido branco

F.F.. 75-78°C

Rendimento: 100% - 0,05 g (0,15 mmol) a partir
de 0,05 g (0,15 mmol)

F.M.: C20H2404 M.M.: 328,4 g.mol*

Rf: 0,46 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 4,62+0,36

IV (ATR, G, M) 3439 (O-H), 2952 (C-H), 1603 (C=C ar), 1269 (C-O).

RMN de H (3; DMSO-ds; 300 MHz): 6,98 (s; 1H; H12), 6,92-6.85 (m; 2H; H3, H10),
6,61 (s; 1H; H5), 6,58 (s; 1H: H6), 5,62 (s, 1H, OH), 5,06 (d; 1H; J=9,69 Hz; H7), 3,87
(s; 6H; C1-OCHs, C9-OCHa), 3,48-3,38 (m, 1H, H14), 2,54 (t; 2H; J=6,59 Hz; H15),
1,67-1,57 (m, 2H, H16), 1,36 (d; 3H; J=6,78 Hz; H17), 0,98-0,95 (m; 3H; C14-CHj3).
RMN de 13C (5; DMSO-d6; 75 MHz): 146,6 (C2), 145,6 (C8), 145,3 (C1), 143,8 (C9),
136,3 (C4), 132,9 (C13), 132,2 (C11), 119,9 (C5), 115,3 (C12), 113,9 (C6), 111,7
(C10), 108,9 (C3), 93,6 (C7), 55,9 (C1-OCHs, C9-OCH?a), 45,7 (C14), 38,0 (C15), 25,0
(C16), 17,3 (C14-CHs), 13,8 (C17).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C20H2404 329,1748; encontrado
329,1747, erro -0,3038 ppm.

6.1.5 ReacOes de formacao dos éteres da licarina A (adaptado de Coolen et al.,
1995)

Figura 52 — Reacéo de eterificacdo da licarina A.
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Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 0,31 mmol de licarina A ou o

derivado a ser eterificado, 1,0 mL de dimetilformamida e 2,45 mmol de carbonato de
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potassio (339,0 mg). A mistura reagente foi colocada sob agitacdo magnética, em
sistema de refluxo a 70°C. Ap6s 30 minutos, adicionou-se 1,23 mmol do haleto de
interesse. A reacdo foi acompanhada por CCD, usando como eluente hexano e
acetato de etila (8,0:2,0; v/v). O término da reacéo foi identificado apds 3 horas. Apés
a eliminacdo do DMF por evaporacao, o residuo foi ressuspendido com acetato de
etila e lavou-se com solucdo de NaOH 0,5 molL1. A fase orgéanica foi seca com sulfato
de sdédio anidro, e o sal foi removido por filtragcdo simples. O filtrado foi concentrado
em evaporador rotatorio. O produto foi purificado por CCS, usando como eluente

hexano e acetato de etila (8,0:2,0; v/v).

(E)-2-(3,4-dimethoxyphenyl)-7-methoxy-3-
methyl-5-(prop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran

Solido branco

F.F.: 109-112°C

Rendimento: 77% - 0,08 g (0,24 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)

F.M.: C21H2404 M.M.: 340,41 g.mol?

Rf: 0,46 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 4,96+0,37

IV (ATR, Ons, cmMa): 2959 (C-H), 1594 (C=C ar), 1263 (C-0O-C).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 6,97 (d; 1H; JHsHe=1,92 Hz; H5), 6,94 (dd; 1H;
Jne,ns=1,95 Hz; Juen3= 8,175 Hz; H6), 6,83-6,77 (m; 3H; H3, H10, H12), 6,34 (dd; 1H;
J=1,59 Hz; J=15,69 Hz; H15), 6,13-6,05 (m; 1H; H16), 5,10 (d; 1H; JH7,H14=9,48 Hz;
H7), 3,87 (s; 3H; -OCHj3), 3,86 (s; 3H; -OCHs), 3,85 (s, 3H, -OCHg), 3,47-3,42 (m, 1H,
H14), 1,85 (dd; 3H; J=1,53 Hz; J=6,59 Hz; H17), 1,36 (d; 3H; J=6,78 Hz; C14-CHa).
RMN de *3C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 148,9 (C1 e C8), 146,4 (C2), 144,0 (C9), 133,0
(C4), 132,4 (C13), 132,0 (C11), 130,7 (C15), 123,3 (C16), 119,0 (CH), 113,1 (C12),
110,6 (C6), 109,2 (C3), 109,0 (10), 93,5 (C7), 55,7 (C1-OCHs, C2-OCHs, C9-OCHs3),
45,4 (C14), 18,2 (C17), 17,4 (C14-CHa).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C21H2404 341,1748; encontrado
341,1748, erro O ppm.
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9o Lo s o— 2‘3 4 o (E)-2 .(4 ((4 (?,Ioroben2|l)c.)X|) 3-metoxifenil)-7
" 10 7 41 . metoxi-3-metil-5-(propenil)-2,3-
7 6'
NIANAT( DLO dihidrobenzofurano

Solido branco

F.F.: 86-90°C

Rendimento: 78% - 0,11 g (0,24 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)

F.M.: C27H27CIO4 M.M.: 450,95 g.mol!

Rf: 0,47 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 7,21+0,38

IV (ATR, Ons, cma): 2935 (C-H), 1594 (C=C ar), 1262 (C-0O-C), 486 (C-Cl).

RMN de 'H (¢; DMSO-d.; 300 MHz): 7,37-7,30 (m; 4H; H3’, H4’, H6’, H7’), 7,00 (d; 1H;
Jus,ne=1,89 Hz; H5), 6,88 (dd; 2H; JneHs=1,96 Hz; JneH3=6,58 Hz; H6), 6,82-6,75 (m;
3H; H3, H10, H12), 6,35 (dd; 1H; J=1,59 Hz; J=15,69 Hz; H15), 6,13-6,06 (m; 1H;
H16), 5,09 (m; 3H; H7, H1’), 3,88 (s; 3H; -OCH3), 3,86 (s; 3H; -OCHs), 3,49-3,39 (m,
1H, H14), 1,86 (dd; 3H; J=1,56 Hz; J= 6,55 Hz; H17), 1,37 (d; 3H; J=6,78 Hz; C14-
CHs).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,7 (C2), 147,8 (C8), 146,4 (C1), 144,0 (C9),
135,5 (C2’), 133,5 (C4), 133,1 (C5’), 132,1 (C13), 130,8 (C11), 128,6 (C3’, C7’), 128,5
(C4’, C6’), 128,1 (C15), 123,4 (C16), 119,0 (C5), 113,7 (C12), 113,2 (C6), 110,0 (C3),
109,2 (C10), 93,4 (C7), 70,2 (C1’), 55,9 (OCHs), 55,8 (OCHs), 45,5 (C14), 18,3 (C17),
17,6 (C14-CHg).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C27H27ClO4 451,1671; encontrado
451,1672, erro 0,2216 ppm.

v @ 2-(4-((4-clorobenzil)oxi)-3-metoxifenil)-7-metoxi-

10 s o_ 41 ()}'—’-’@im 3-metil-5-propil-2,3-dihidrobenzofurano
17 AN F5~(rs roe Solido branco amorfo
5 6
12 DLO5
Rendimento: 50% - 0,07 g (0,15 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)
F.M.: C27H29CIO4 M.M.: 452,97 g.mol*

Rf: 0,67 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 7,64+0,38
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IV (ATR, Ons, cm.): 2955 (C-H), 1602 (C=C ar), 1260 (C-0O-C), 734 (C-ClI).

RMN de 'H (¢; DMSO-ds; 300 MHz): 7,37-7,30 (m; 4H; H3’, H4’, H6’, H7’), 7,02 (d; 1H;
Jnsne=1,89 Hz; H5), 6,88 (dd; 1H; Jnens=1,95 Hz; Jnen3=8,32; H6), 6,80 (d; 1H;
Jne,H3=8,25 Hz; H3), 6,61 (s; 1H; H10), 6,58 (s; 1H; H12), 5,09-5,04 (m; 3H; H7, H1’),
3,87 (s; 3H; OCHz3), 3,86 (s; 3H; OCHg), 3,49-3,39 (m; 1H; H14), 2,54 (t; 2H; J=7,66
Hz; H15), 1,67-1,59 (m; 2H; H16), 1,36 (d; 3H; J=6,78 Hz; C14-CHzs), 0,95 (t; 3H;
J=7,32 Hz; H17).

RMN de *C (¢; DMSO-d6; 75 MHz): 149,8 (C2), 147,8 (C1), 145,3 (C8), 143,8 (C9),
136,3 (C2’), 135,6 (C%’), 133,7 (C4), 133,5 (C11), 132,8 (C12), 128,7 (C3’, C7’), 128,6
(C4, C6’), 19,0 (C5), 115,3 (C12), 113,7 (C10), 111,7 (C6), 110,1 (C3), 93,3 (C7),
70,3 (C1), 56,0 (-OCHs), 55,9 (-OCHs), 45,7 (C14), 38,0 (C15), 25,0 (C16), 17,4 (C14-
CHzs), 13,8 (C17).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C27H29ClOs4 453,1827; encontrado
453,1826, erro -0,2207 ppm.

~o o s (E)-2-(4-((4-fluorobenzil)oxi)-3-metoxifenil)-7-
O}'—2®1F metoxi-3-metil-5-(propenil)-2,3-
nNEAFAT(e DL;'G ¢ dihidrobenzofurano
Solido branco
F.F.: 105-108°C
Rendimento: 74% - 0,1 g (0,23 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)
F.M.: C27H27FO4 M.M.: 434,5 g.mol*

Rf: 0,56 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 6,66+0,42

IV (ATR, Ons, cm.): 2929 (C-H), 1602 (C=C ar), 1220 (C-0O-C), 1136 (C-F).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 7,39-7,37 (m; 2H; H3’, H7’), 7,06-7.00 (m; 2H;
H4’, H6’), 6,99 (d; 1H; JusHe=1,86 Hz; H5), 6,88 (dd; 1H; JueH5=1,89 HZz; JHe H3= 8,28
Hz; H6), 6,82 (d; 1H; Jn3He=8,22 Hz H3), 6,77 (s; 1H; H10), 6,75 (s; 1H; H12), 6,35
(dd; 1H; J=1,62 Hz; J=15,67 Hz; H15), 6,15-6,03 (m; 1H; H16), 5,11-5,08 (m; 3H; H7,
H1’), 3,88 (s; 3H; OCHas), 3,86 (s; 3H; OCHs), 3,49-3,39 (m; 1H; H14), 1,86 (dd; 3H;
J=1,53 Hz; J=6,57 Hz; H17), 1,37 (d; 3H; J=6,78 Hz; C14-CHzs).
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RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 162,4 (C5’; Jcs F= 244,5 Hz), 149,8 (C2), 148,0
(C8), 146,5 (C1), 144,1 (C9), 133,5(C4), 133,1 (C13), 132,8 (C11), 132,2 (C15), 130,8
(C2),129,2 (C3), 129,1 (C7’), 123,4 (C16), 119,0 (C5), 115,5 (C4’), 115,2 (C6’), 113,8
(C12), 113,2 (C6), 110,0 (C3), 109,2 (C10), 93,5 (C7), 70,4 (C1’), 56,0 (OCHs), 55,9
(OCH3), 45,5 (C14), 18,3 (C17), 17,6 (C14-CHy>).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]" calculado para C27H27FO4 435,1966; encontrado
435,1967, erro 0,2298 ppm.

o _ oz E)-7-metoxi-2-(3-metoxi-4-((4-
Lol e St (.) e.OXI.(3. etoxi .(( |

6 O ! “1 o nitrobenzil)oxi)fenil)-3-metil-5-(propenil)-2,3-
1777 X1 13 (14 5 & o
B pLoe dihidrobenzofurano

Solido amarelo

F.F.. 72-76°C

Rendimento: 90% - 0,13 g (0,28 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)

F.M.: C27H27NOs M.M.: 461,51 g.mol*

Rf: 0,33 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 6,34+0,38

IV (ATR, Ons, cm.): 2961 (C-H), 1604 (C=C ar), 1509 (N=0), 1267 (C-O-C).

RMN de 'H (6; DMSO-d.; 300 MHz): 8,21 (d; 2H; J=8,82 Hz; H4’, H6’), 7,59 (d; 2H;
J=8,88 Hz; H3’, H7’), 7,01 (d; 1H; JusHe=1,89 Hz; H5), 6,88 (dd; 1H; Jue,H5=1,89 Hz,
JneH3=8,28 Hz; H6), 6,89-6,75 (m; 3H; H3, H10, H12), 6,35 (dd; 1H; J=1,62 Hz,
J=11,17 Hz; H15), 6,15-6,03 (m; 1H; H16), 5,22 (s; 2H; H1’), 5,10 (d; 1H; Jn7,H14= 9,27
Hz; H7), 3,88 (s; 6H; C2-OCHs, C9-OCHzs), 3,48-3,38 (m; 1H; H14), 1,85 (dd; 3H;
J=1,538 Hz; J=6,58 Hz; H17), 1,37 (d; 3H; Jc14-cHsH14=6,78 Hz; C14-CHa).

RMN de 3C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,8 (C2), 147,4 (C1, C5’), 146,4 (C8), 144,6
(C9), 144,1 (C2'), 134,2 (C4), 133,0 (C13), 132,2 (C11), 130,8 (C15), 127,5 (C3’, C7’),
123,7 (C4’, C6’), 123,5 (C16), 119,0 (C5), 113,9 (C12), 113,2 (C6), 110,1 (C3), 109,1
(C10), 93,3 (C7), 69,9 (C1’), 55,9 (OCHs3), 55,8 (OCH?3), 45,5 (C14), 18,3 (C17), 17,6
(C14-CHba).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C27H27NOs 462,1911; encontrado
462,1909, erro -0,4327 ppm.
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(E)-7-metoxi-2-(3-metoxi-4-((4-

O_ ! ! ‘ . . . . _ _ . _ _ . _ _
0 eo 22 }_2@0/ metoxibenzil)oxi)fenil)-3-metil-5-(propenil)-2,3
18 s O O °© % dihidrobenzofurano
17 7> 1%
" Solido amarelo claro
F.F.: 105-109°C
Rendimento: 51% - 0,07 g (0,16 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)
F.M.: C28H300s5 M.M.: 446,5 g.mol*
Rf: 0,48 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 6,53+0,38

IV (ATR, Ons, CmM.): 2959 (C-H, 1608 (C=C ar), 1242 (C-0).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 7,34 (d; 2H; J=8,76 Hz; H3’, H7’), 6,98-6,86 (m;
5H; H3, H10, H12, H4’, HE’), 6,76 (d; 2H; J=6,72 Hz; H5, H6), 5,10-5,06 (m; 3H; H7,
H1’), 3,88 (s; 3H; OCHs), 3,85 (s; 3H; OCHzs), 3,79 (s; 3H; OCHs), 3,49-3,39 (m; 1H,;
H14), 1,86 (dd; 3H; J=1,53 Hz; J=6,57 Hz; H17), 1,36 (d; 3H; Jc14-cHaH14=6,75 Hz; C14-
CHs).

RMN de 3C (¢; DMSO-d6; 75 MHz): 159,3 (C5’), 149,8 (C2), 148,2 (C8), 146,5 (C1),
144,1 (C9), 133,2 (C4), 133,1 (C13), 132,1 (C11), 130,9 (C15), 129,1 (C2’), 128,9 (C3’,
C7’), 123,4 (C16), 119,1 (C5), 113,9 (C4’, C6’), 113,8 (C12), 113,2 (C6), 110,0 (C3),
109,2 (C10), 93,6 (C7), 70,8 (C1’), 56,0 (OCHs3), 55,9 (OCHz3), 55,2 (OCHs), 45,5 (C14),
18,3 (C17), 17,6 (C14-CHsa).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C2sH300s 447,2166; encontrado
447,2166, erro O ppm.

2-(4-(benzyloxy)-3-methoxyphenyl)-7-methoxy-

\O . 3 4
9 3 2 2 H
o T 41 OFQS’ 3-methyl-5-propyl-2,3-dihydrobenzofuran
5 7€ A
TONTTEN 5o i Sélido amarelo claro

F.F.: 80-85°C

Rendimento: 58% - 0,075 g (0,18 mmol) a
partir de 0,1 g (0,31 mmol)

F.M.: C27H2804 M.M.: 416,51 g.mol*

Rf: 0,59 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 6,61+0,37
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IV (ATR, Ons, cm.): 2959 (C-H), 1592 (C=C ar), 1219 (C-0-C).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 7,43-7,25 (m; 5H; H3’, H4’, H5’, H6’, H7’), 6,99
(d; Jns,He=1,65 Hz; H5), 6,98-6,82 (m; 2H; H3, H6), 6,76 (d; 2H; J=6,6 Hz; H10, H12),
6,35 (dd; 1H; J=1,59 Hz; J=15,69 Hz; H15), 6,16-6,03 (m; 1H; H16), 5,14 (s; 2H; H1"),
5,09 (d; 1H; Jn7,H14=9,33 Hz; H7), 3,88 (s; 3H; OCHa), 3,87 (s; 3H; OCHs), 3,47-3,39
(m; 1H; H14), 1,86 (dd; 3H; J=1,53; J=6,55, H17), 1,37 (d; 3H; J c14-cHsH14=6,78 Hz;
C14-CHs).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,7 (C2), 148,2 (C8), 146,5 (C1), 144,1 (C9),
137,0(C2"), 133,2 (C4), 133,2 (C13), 132,1 (C11), 130,8 (C15), 128,4 (C4’, C6’), 127,7
(C5), 127,2 (C3’, C7’), 123,4 (C16), 119,1 (C5), 113,6 (C12), 113,2 (C6), 110,0 (C3),
109,2 (C10), 93,5 (C7), 70,9 (C1’), 56,0 (OCHs), 55,8 (OCH?a), 45,4 (C14), 18,3 (C17),
17,6 (C14-CHa).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C27H2804 417,2061; encontrado
417,2060, erro .0,2397 ppm.

(E)-2-(4-(aliloxi)-3-metoxifenil)-7-metoxi-3-metil-

~
90 3 207 YAl
1! . .
103 o, 41 J 5-propenil-2,3-dihidrobenzofurano
16
17 AT o Solido verde claro

® DL12
F.F.: 81-85°C
Rendimento: 79% - 0,09 g (0,25 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)
F.M.: C23H2604 M.M.: 366,45 g.mol?
Rf: 0,60 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 5,76+0,38

IV (ATR, Ons, cm.): 2923 (C-H), 1592 (C=C ar), 1258 (C-0-C).

RMN de *H (6; DMSO-d¢; 300 MHz): 6,97 (d; 1H; JusHe= 1,92 Hz; H5), 6,91 (dd; 1H;
Jrens=1,86 Hz; Jnen3=8,31 Hz; H6); 6,83 (d; 1H; Jn3ne=8,22 Hz, H3), 6,76 (d; 2H;
J=6,15 Hz; H10, H12), 6,35 (dd; 1H; J=1,62 Hz; J=15,67 Hz; H15), 6,15-6,00 (m; 2H;
H16, H2'), 5,39 (qd; 1H; JnsbHza=1,54 Hz; JnsbH2=21,76 Hz; H3'b), 5,27 (qd; 1H;
JnzaH3b=1,35 HZ; JH3a,H2=10,47 Hz; H3'a), 5,10 (d; 1H; Jn7,H14=9,33 Hz; H7), 4,60 (td;
2H; J=1,47 Hz; J=5,42 Hz; H1’), 3,88 (s; 3H; OCHz3), 3,85 (s; 3H; OCHs), 3,48-3,40 (m;
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1H; H14), 1,86 (dd; 3H; J=1,59 Hz; J=6,55 Hz; H17), 1,37 (d; 3H; J c14-cHsH14=6,78 Hz;
C14-CHs).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,5 (C2), 148,0 (C1), 146,5 (C8), 144,1 (C9),
133,2 (C2’), 133,0 (C4), 132,1 (C13), 130,9 (C11, C15), 123,4 (C16), 119,0 (C5), 117,9
(C3), 113,2 (C12), 113,0 (C6), 109,9 (C3), 109,2 (C10), 93,6 (C7), 69,8 (C1’), 56,0
(OCHgs), 55,9 (OCHs), 45,5 (C14), 18,3 (C17), 17,6 (C14-CHs).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C23H2604 367,1904; encontrado
367,1903, erro -0,2723 ppm.

~o s (E)-7-metoxi-2-(3-metoxi-4-((3-metil-2-
00— 5
9 3 2 Y ; ; N 0E N oal
. 10 a o, 41 ' butenil)oxi)fenil)-3-metil-5-propenil-2,3
17 XA (14 dihidrobenzofurano
12 5 6 DL13 i
Oleo claro

Rendimento: 79% - 0,097 g (0,25 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)

F.M.: C25H3004 M.M.: 394,5 g.mol*

Rf: 0,64 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 6,84+0,39

IV (ATR, Ons, CmM.): 2924 (C-H), 1590 (C=C ar), 1259 (C-0-C).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 6,96 (d; 1H; JusHe= 1,92 Hz; H5), 6,91 (dd; 1H;
JHe,H5=1,98 Hz; JHe,H3=8,4 Hz; H6); 6,83 (d; 1H; JH3,He=8,19 Hz, H3), 6,76 (d; 2H; J=5,73
Hz; H10, H12), 6,35 (dd; 1H; J=1,62 Hz; J=15,69 Hz; H15), 6,15-6,02 (m; 1H; H16),
5,563-5,47 (m; 1H; H3’), 5,10 (d; 1H; Jn7,H14=9,39 Hz; H7), 4,57 (d; 2H; J=6,66 Hz; H1’),
3,88 (s; 3H; OCHs), 3,84 (s; 3H; OCHs), 3,50-3,40 (m; 1H; H14), 1,86 (dd; 3H; J=1,59
Hz; J=6,58 Hz; H17), 1,76 (s; 3H; H5’); 1,71 (s; 3H; H4’), 1,37 (d; 3H; J c14-cH3H14=6,78,
C14-CHs).

RMN de 3C (5; DMSO-d6; 75 MHz): 149,5 (C2), 148,3 (C1), 146,5 (C8), 144,1 (C9),
137,5 (C3’), 133,2 (C4), 132,6 (C13), 132,1 (C11), 130,9 (C15), 123,4 (C16), 119,9
(C5), 19,0 (C2), 113,2 (C12), 112,6 (C6), 109,7 (C3), 109,2 (C10), 93,6 (C7), 65,7
(C1°), 55,9 (C2-OCHs, C9-OCH?3), 45,5 (C14), 25,7 (C5’), 18,3 (C17), 18,1 (C4’), 17,6
(C14-CHba).
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EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+Na]* calculado para Ca2sHz004 417,2036; encontrado
417,2036, erro O ppm.

(E)-7-metoxi-2-(3-metoxi-4-(oxtiloxi)fenil)-3-
metil-5-(propenil)-2,3-dihidrobenzofurano
Solido branco

F.F.: 85-87°C

Rendimento: 73% - 0,1 g (0,2 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)

F.M.: C2sH3804 M.M.: 438,6 g.mol*

Rf: 0,76 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 8,68+0,37

IV (ATR, Ons, cma): 2913 (C-H), 1592 (C=C ar), 1222 (C-0-C).

RMN de *H (6; DMSO-d.; 300 MHz): 6,96 (d; 1H; JusHe= 1,92 Hz; H5), 6,92 (dd; 1H;
Jnens=1,98 Hz; Jnen3=8,23 Hz; H6); 6,82 (d; 1H; Jn3ne=8,22 Hz, H3), 6,76 (d; 2H;
J=6,00 Hz; H10, H12), 6,35 (dd; 1H; J=1,59 Hz; J=15,67 Hz; H15), 6,15-6,03 (m; 1H;
H16), 5,09 (d; 1H; Jn7,H14=9,39 Hz; H7), 3,99 (t; 2H; J=6,9 Hz; H1’), 1,87-1,22 (m; 20H;
H17, C14-CHs, C2’, C3’, C4’, C5’, C6’, C7’), 0,89-0,83 (m; 1H; H8').

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,4 (C2), 148,6 (C1), 146,5 (C8), 144,1 (C9),
133,2 (C4), 132,5 (C13), 132,1 (C11), 130,8 (C15), 123,4 (C16), 119,2 (C5), 113,2
(C12), 112,4 (C6), 110,0 (C3), 109,2 (C10), 93,6 (C7), 69,0 (C1’), 56,0 (OCHs), 55,9
(OCHs), 45,4 (C14), 31,7 (C6’), 29,3 (C2"), 29,2 (C4’), 29,1 (C5"), 25,9 (C3), 22,6 (C7"),
18,3 (C17), 17,5 (C14-CHsz), 14,0 (C8).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C2sH3sOs4 439,2843; encontrado
439,2840, erro -0,6829 ppm.

cl_ (E)-2-(4-((2-chlorobenzyl)oxy)-3-
. 10 s o, , 1 5 s methoxyphenyl)-7-methoxy-3-methyl-5-(prop-1-
17N A~ Sl en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran
Solido bege
F.F.: 81-86°C
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Rendimento: 70% - 0,1 g (0,22 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)

F.M.: C27H27ClO4 M.M.: 450,95 g.mol*

Rf: 0,66 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 7,21+0,38

IV (ATR, Ons, cma): 2956 (C-H), 1595 (C=C ar), 1260 (C-O-C), 745 (C-Cl).

RMN de *H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 7,55 (d; 1H; J=6,72 Hz; H4’), 7,39-7,20 (m; 3H;
H5', HE’, H7’), 7,02 (s; 1H; H5), 6,90 (d; 1H; Jue H3=7,65 Hz; H6), 6,84-6,76 (m; 3H; H3,
H10, H12), 6,36 (d; 1H; J=15,33 Hz; H15), 6,16-6,04 (m; 1H; H16), 5,25 (s; 2H; HT’),
5,11 (d; 1H; Jn7,H14=9,3 Hz; H7) 3,89 (s; 6H; C2-OCHs, C9-OCHs), 3,51-3,41 (m, 1H,
H14), 1,87 (d; 3H; J= 6,54 Hz; H17), 1,38 (d; 3H; J=6,75 Hz; C14-CHa).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,7 (C2), 147,9 (C8), 146,5 (C1), 144,1 (C9),
134,7 (C2), 133,5 (C4), 133,1 (C13), 132,1 (C11), 130,8 (C15), 129,2 (C3’), 128,7
(C4’, C5’), 128,5 (C7’), 126,9 (C6’), 123,2 (C16), 119,2 (C5), 113,6 (C12), 113,2 (C6),
110,1 (C3), 109,2 (C10), 93,5 (C7), 68,0 (C1’°), 56,0 (-OCH3s), 55,9 (-OCH3s), 45,5 (C14),
18,3 (C17), 17,6 (C14-CHs3).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para Cz7H27ClOs4 451,1671; encontrado
451,1670, erro -0,2216 ppm.

o (E)-2-(4-((3-chlorobenzyl)oxy)-3-

108 o 4?2@5 methoxyphen.yl)-7-methoxy-3-methyl-5-(prop-1-
- 1/\6\15 ‘1 Zi \)14 ‘5 / 76 en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran
PL1g Oleo amarelo claro
Rendimento: 87% - 0,12 g (0,27 mmol) a partir
de 0,1 g (0,31 mmol)
F.M.: C27H27ClO4 M.M.: 450,95 g.mol*
Rf: 0,52 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)

clogP: 7,21+0,38

IV (ATR, Ons, cm.): 2926 (C-H), 1598 (C=C ar), 1262 (C-0O-C), 733 (C-ClI).
RMN de H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 7,43 (s; 1H; H3"), 7,30-7,25 (m; 3H; H5’, H6’,
H7’), 7,00 (d; 1H; Jus,He=1,8 Hz; H5), 6,88 (dd; 1H; Jnens=1,86 Hz; Jnen3=8,17 Hz; H6),
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6,82-6,75 (m; 3H; H3, H10, H12), 6,35 (dd; 1H; J=1,53 Hz; J=15,72 Hz; H15), 6,15-
6,03 (m; 1H; H16), 5,11-5,08 (m; 3H; H1’, H7), 3,88 (s; 3H; OCHz), 3,87 (s; 3H; OCHz3),
3,49-3,42 (m, 1H, H14), 1,86 (dd; 3H; J=1,26 Hz; J= 6,54 Hz; H17), 1,37 (d; 3H; J=6,78
Hz; C14-CHa).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,8 (C2), 147,8 (C8), 146,5 (C1), 144,1 (C9),
139,1 (C2), 134,4 (C4’), 133,6 (C4), 133,1 (C13), 132,2 (C11), 130,8 (C15), 129,8
(C6’),127,9 (C5), 127,1 (C3’), 125,2 (C7’), 123,4 (C16), 119,0 (C5), 113,8 (C12), 113,2
(C6), 110,0 (C3), 109,2 (C10), 93,4 (C7), 70,3 (C1"), 56,0 (-OCH3s), 55,9 (-OCHgs), 45,5
(C14), 18,3 (C17), 17,6 (C14-CH3).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C27H27ClO4 451,1671; encontrado
451,1670, erro -0,2216 ppm.

(E)-4-((2-methoxy-4-(7-methoxy-3-methyl-5-
8 0, 4 @ (prop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-2-
\ 1 ®  pLe7 yl)phenoxy)methyl)benzonitrile
Solido amarelo
F.F.: 72-78°C
Rendimento: 55% - 0,075 g (0,17 mmol) a
partir de 0,1 g (0,31 mmol)
F.M.: C2sH27NO4 M.M.: 441,52 g.mol*
Rf: 0,38 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 6,05+0,40

IV (ATR, Ons, cm.): 2961 (C-H), 2225 (C=N), 1596 (C=C ar), 1220 (C-O-C).

RMN de *H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 7,64 (d; 2H; J= 8,28 Hz; H4’, HE’), 7,53 (d; 2H;
J=8,16 Hz; H3’, H7’), 7,00 (d; 1H; JnsHe=1,83 Hz; H5), 6,87 (dd; 1H; JneH5=1,83 Hz;
Jne,H3=8,25 Hz; H6), 6,78-6,75 (m; 3H; H3, H10, H12), 6,34 (dd; 1H; J=1,5 Hz; J=15,7
Hz; H15), 6,15-6,03 (m; 1H; H16), 5,18 (s; 2H; H1’), 5,09 (d; 1H; J=9,33 Hz; H7), 3,88
(s; 3H; OCHs), 3,87 (s; 3H; OCHas), 3,48-3,38 (m, 1H, H14), 1,85 (dd; 3H; J=1,38 Hz;
J= 6,54 Hz; H17), 1,36 (d; 3H; J=6,78 Hz; C14-CHs).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,7 (C2), 147,4 (C8), 146,2 (C1), 144,0 (C9),
142,5 (C2’), 134,0 (C4), 133,0 (C11), 132,3 (C4’, C6’), 132,2 (C13), 130,8 (C15), 127,4
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(C3, CT), 123,5 (C16), 119,0 (C5), 118,7 (CN), 113,7 (C12), 113,2 (C6), 111,5 (C5’),
110,0 (C3), 109,0 (C10), 93,3 (C7), 70,0 (C1"), 55,9 (-OCHBa), 55,8 (-OCHz3), 45,5 (C14),
18,3 (C17), 17,6 (C14-CHs).
EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C21H2404 442,2013; encontrado
442,2011, erro -0,4523 ppm.

\go 8 Lo 3 4'5‘ y (E)-1-((4-clorobenzil)oxi)-2-metoxi-4-((2-
o %4 il < > metoxi-4-(propenil)fenoxi)metil)benzeno
16 -1 13 Tl 21
12 5 6 DL19 Sdlido branco

F.F.: 120-123°C

Rendimento: 53% - 0,07 g (0,03 mmol) a partir
de 0,05 g (0,31 mmol)

F.M.: C25H25ClO4 M.M.: 424,92 g.mol!

Rf: 0,48 (hexano e acetato de etila, 8,0:2,0 v/v)
clogP: 6,69+0,37

IV (ATR, Ons, cm.): 2937 (C-H), 1596 (C=C ar), 1221 (C-0-C), 486 (C-ClI).

RMN de 'H (6; DMSO-d¢; 300 MHz): 7,37-7,29 (m; 4H; H3’, H4’, H6’, H7’), 7,01 (d; 1H;
Jns,He=1,77 Hz; H5), 6,89-6,76 (m; 5H; H3, H6, H10, H12, H13), 6,31 (dd; 1H; J=1,53
Hz; J=15,72 Hz; H15), 6,15-6,03 (m; 1H; H16), 5,08 (s; 2H; H1’), 5,03 (s; 2H; H7), 3,87
(s; 3H; OCHBa), 3,87 (s; 3H; OCHs), 1,85 (dd; 3H; J=1,53 Hz; J= 6,55 Hz; H17).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,8 (C2), 149,7 (C9), 147,5 (C1), 147,2 (C8),
135,6 (C2’), 133,5 (C4), 131,7 (C5’), 130,7 (C11), 130,5 (C15), 128,6 (C3’, C7’), 128,5
(C4’, C6’), 124,0 (C16), 119,8 (C5), 118,5 (C12), 114,4 (C13), 114,0 (C3), 111,3 (C6),
109,0 (C10), 71,2 (C7), 70,3 (C1’), 55,9 (-OCHpg), 55,8 (-OCH?3), 18,3 (C17).
EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+K]* calculado para C2sH2sClO4 463,1073; encontrado
463,1089, erro 3,4549 ppm.

& (E)-3-(2-(4-((4-clorobenzil)oxi)-3-metoxifenil)-7-

~o o— 3
s - r_2 5 al . . .
“’ o, 41 o metoxi-3-metil-2,3-dihidrobenzofuran-5-
16
H. 1715 76 . ) .
I ilacrilaldeido
0 DL21

Sdlido laranja
F.F.: 126-128°C
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Rendimento: 87% - 0,12 g (0,26 mmol) a partir
de 0,1 g (0,3 mmol)

F.M.: C27H25CIOs M.M.: 464,94 g.mol*

Rf: 0,39 (hexano e acetato de etila, 7,0:3,0 v/v)
clogP: 6,11+0,43

IV (ATR, Ons, €ma): 2963 (C-H), 1673 (C=0), 1590 (C=C ar), 1225 (C-0-C), 808 (C-
Cl).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 9,64 (d; 1H; J=7,71 Hz; H17), 7,44-7,27 (m; 5H;
H3’, H4’, HE’, H7’, H15), 7,02 (s; 1H; H10), 7,00 (s; 1H; H3), 6,96 (d; 1H; JHsHe= 1,89
Hz;, H5), 6,88 (dd; 1H; JxeHs=1,95 Hz; JneH3=8,23 Hz; H6), 6,84-6,79 (m; 1H; H12),
6,64-6,56 (m; 1H; H16), 5,19 (d; 1H; J=9,12 Hz; H7), 5,10 (s; 2H; H1"), 3,91 (s; 3H;
OCHpg), 3,87 (s; 3H; OCH3), 3,55-3,46 (m, 1H, H14), 1,41 (d; 3H; J=6,81 Hz; C14-CH3).
RMN de 3C (¢; DMSO-d6; 75 MHz): 193,5 (C17), 153,1 (C15), 150,6 (C2), 149,9 (C8),
148,1 (C1), 144,6 (C9), 135,4 (C2’), 133,9 (C4), 133,6 (C13), 132,6 (C5’), 128,7 (C3,
C7’), 128,5 (C4’, C6’), 128,1 (C11), 126,3 (C16), 119,0 (C5), 117,3 (C12), 113,9 (C6),
111,7 (C10), 110,0 (C3), 94,2 (C7), 70,3 (C1’), 56,0 (C2-OCHs, C9-OCH?s), 45,0 (C14),
17,8 (C14-CHg).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]" calculado para C27H2s5ClOs 465,1464; encontrado
465,1465, erro 0,2150 ppm.

6.1.6 Reacdo de epoxidacao da licarina A (Luo, Qato e Guenthner, 1992)

Figura 53 — Reacédo de epoxidacéo da licarina A.

~
~o o o—
0— o cl
o) /—Qm AmCPB, CH,Cl, O
> o]
(L~ TR
~ a.

Fonte: Da autora.

Foi adicionado em um balédo de fundo redondo 0,36 mmol do derivado 1 (0,160
g), 10,0 mL de diclorometano seco e 0,7 mmol do acido metacloroperbenzéico (0,126
g). A mistura reacional foi deixada em agitacdo magnética a temperatura ambiente. O
acompanhamento da reacéo foi feito por CCD, usando como eluente hexano e acetato
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de etila (7,0:3,0; v/v). Ap6s 4 horas foi identificado o término da reacéo. Foi, entéo,
adicionado 0,9 mmol de fluoreto de potassio (0,053 g) e foi deixado em agitacdo por
mais 1 hora, até formacdo de um precipitado. A suspenséo foi filtrada a vacuo, e o

filtrado, contendo o produto, foi concentrado em evaporador rotatorio.

2-(4-((4-clorobenzil)oxi)-3-metoxifenil)-7-
metoxi-3-metil-5-(3-meilloxiran-2-il)-2, 3-
dihidrobenzofurano

Oleo amarelo

F.M.: C27H27CIOs M.M.: 466,95 g.mol*

2-metoxi-4-(7-metoxi-3-metil-5-(3-metiloxiran-
2-il)-2,3-dihidrobenzofuran-2-il)fenol

Oleo amarelo

F.M.: C20H2205 M.M.: 342,39 g.mol*

2-(3,4-dimetoxifenil)-7-metoxi-3-metil-5-(3-
metiloxiran-2-il)-2,3-dihidrobenzofurano
Oleo amarelo

F.M.: C21H2405 M.M.: 356,42 g.mol*

6.1.7 Reacdo de abertura do epéxido da licarina A (Tyman; Payne, 2006)

Figura 54 — Reacédo de abertura do epdxido da licarina A.

~ ~
o o— o o—
o /—©—CI NaOH, H,0 oH o O/—@q
0 refluxo 80°C
o} OH

Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 0,5 mmol do epdxido sintetizado
(0,228 g - bruto), 10,0 mL de agua destilada e 1,5 mmol de NaOH (0,06 g). A mistura
reacional foi colocada sob agitacdo magnética em sistema de refluxo a 80°C. O

andamento da reacao foi acompanhado por CCD, usando com eluente hexano e
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acetato de etila (6,0:4,0; v/v). Apos o término da reacdo, a solucdo foi resfriada e
acidificada até pH 1,0 com HCI concentrado. Transferiu-se a solucéo para um funil de
separacao e a mesma foi extraida com diclorometano. A fase organica foi seca com
sulfato de sédio de anidro, o sal removido por filtragdo simples e o produto
concentrado em evaporador rotatério. O produto foi purificado por CCD preparativa,

tendo hexano e acetato de etila (1,0:1,0; v/v) como eluente.

3 1-(2-(4-((4-clorobenzil)oxi)-3-metoxifenil)-7-
; 5 o o i =
OH O ; 4 metoxi-3-metil-2,3-dihidrobenzofuran-5
13\ bLo7 illpropano-1,2-diol
Solido bege
F.F.: 89-85°C

Rendimento: 17% - 0,03 g (0,06 mmol) a partir
de 0,16 g (0,36 mmol)

F.M.: C27H29ClOs M.M.: 484,97 g.mol*

Rf: 0,48 (hexano e acetato de etila, 4,0:6,0 v/v)
clogP: 4,28+0,40

IV (ATR, Ons, cma): 3384 (O-H), 2929 (C-H), 1602 (C=C ar), 1262 (C-O-C).

RMN de 'H (¢; DMSO-ds; 300 MHz): 7,35-7,28 (m; 4H; H3’, H4’, H6’, H7’), 6,98 (d; 1H;
Jnsne=1,83 Hz; H5), 6,86 (dd; 1H; Jnens=1,83 HZz; JneH3=8,26 Hz; H6), 6,81-6,72 (m;
3H; H3, H10, H12), 5,10-5,07 (m; 3H; H1’, H7), 4,29 (d; 1H; J=7,26; H15), 3,88-3,83
(m; 7H; C2-OCHs, C9-OCHs, H16), 3,46-3,39 (m, 1H, H14), 3,29 (sl; 1H; C15-0OH),
2,01 (s; 1H; C16-OH), 1,35 (d; 3H; J=6,78 Hz; C14-CHs), 1,06 (d; 3H; J= 6,25 Hz;
H17).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,7 (C2), 147,8 (C9), 147,0 (C1), 144,0 (C8),
135,4 (C2’), 134,6 (C4), 133,5 (C5’), 133,3 (C13), 133,0 (C11), 128,6 (C3’, C7’), 128,5
(C4, C6’), 19,0 (C5), 114,2 (C12), 113,8 (C6), 110,2 (C3), 110,0 (C10), 93,4 (C7),
79,5 (C15), 72,2 (C16), 70,2 (C1’), 55,9 (C2-OCHs, C9-OCH3), 45,4 (C14), 18,8 (C17),
17,5 (C14-CHa).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C27H27ClOs 485,1726; encontrado
485,1730, erro 0,8244 ppm.
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1-(2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-3-metil-
2,3-dihidrobenzofuran-5-il)propano-1,2-diol

Oleo amarelo

Rendimento: 21% - 0,1 g (0,3 mmol) a partir
de 0,5 g (1,46 mmol)

F.M.: C20H2406 M.M.: 360,41 g.mol*

Rf: 0,24 (hexano e acetato de etila, 1,0:1,0 v/v)
clogP: 1,26+0,38

DLO101

IV (ATR, Ons, cma): 3396 (O-H), 2963 (C-H), 1604 (C=C ar), 1268 (C-O-C).

RMN de H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 6,95-6,72 (m; 5H; H3, H5, H6, H10, H12), 5,10-
5,09 (d; 1H; J=9,63 Hz; H7), 4,31 (d; 1H; J=7,53 Hz; H15), 3,90-3,85 (m; 7H; C2-OCHzs,
C9-OCHs, H16), 3,47-3,42 (m, 1H, H14), 1,35 (d; 3H; J=6,81 Hz; C14-CHs), 1,07 (d;
3H; J= 6,27 Hz; H17).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 147,1 (C2), 146,7 (C9), 145,8 (C1), 144,0 (C8),
134,6 (C4), 133,3 (C13), 131,8 (C11), 119,9(C5), 114,2 (C12), 114,1 (C6), 110,2 (C3),
108,9 (C10), 93,8 (C7), 79,7 (C15), 72,3 (C16), 56,0 (C2-OCHs), 55,9 (C9-OCHpg), 45,6
(C14), 18,9 (C17), 17,4 (C14-CHg).

1-(2-(3,4-dimetoxifenil)-7-metoxi-3-metil-2,3-
dihidrobenzofuran-5-il)propano-1,2-diol

Solido branco

DL0301 F.F.: 118-122°C

Rendimento: 30% - 0,14 g (0,4 mmol) a partir
de 0,48 g (1,35 mmol)

F.M.: C21H2606 M.M.: 374,43 g.mol*

Rf: 0,31 (hexano e acetato de etila, 1,0:1,0 v/v)
clogP: 2,03+0,39

IV (ATR, Gns, CM.): 3413 (O-H), 2959 (C-H), 1604 (C=C ar), 1262 (C-O-C).
RMN de IH (6; DMSO-ds; 300 MHz): 6,97-6,93 (m: 2H; H5 e H6), 6,84-6,73 (3; 3H:;
H3, H10, H12), 5,11 (d; 1H; J=9,63 Hz; H7), 4,31 (d: 1H: J=6,81 Hz; H15), 3,88-3,86
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(m; 7H; C2-OCHs, C9-OCHs, H16), 3,49-3,43 (m, 1H, H14), 1,37 (d; 3H; J=6,75 Hz;
C14-CHs), 1,07 (d; 3H; J= 6,27 Hz; H17).

RMN de 13C (3; DMSO-d6; 75 MHz): 149,1 (C2 e C9), 147,2 (C1), 144,1 (C8), 134,6
(C4), 133,2 (C13), 132,3 (C11), 119,2 (C5), 114,2 (C12), 110,7 (C6), 110,1 (C3), 109,4
(C10), 93,7 (C7), 79,7 (C15), 72,3 (C16), 55,9 (C1-OCHs), 55,8 (C2-OCHs, C9-OCHj),
45,5 (C14), 18,9 (C17), 17,4 (C14-CHs).

6.1.8 Reacdo de oxidacado dos derivados aldeidicos (adaptado de Pearl, 1950)

Figura 55 - Reacgédo de oxidagdo com 6xido de prata.

~o % ~o %
O O O Ag,0, NaOH 4,0 mol.L! O e O
OR - OR
H x 55°C HO x
o] o}

Fonte: Da autora.

Em um baldo de fundo redondo de 50,0 mL adicionou-se o derivado 16 (1,0
eq.) e NaOH 4,0 mol.L* (20,2 mL). Deixou-se em agitacdo magnética até solubilizacéo
do aldeido. Em seguida foi adicionado 6xido de prata (0,85 eq.) e colocou-se a mistura
sob aquecimento a 55°C. A reacédo foi acompanhada por CCD com hexano e acetato
de etila (7,0;3,0; v/v) como eluente. Apds o término e resfriamento, a mistura reagente
foi filtrada a vacuo para remover os 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 sédio anidro, o sal removido

por filtracéo simples e o produto concentrado em rotaevaporador.

(E)-3-(2-(4-((4-chlorobenzyl)oxy)-3-
3 _4 methoxyphenyl)-7-methoxy-3-methyl-2,3-

~
90 3 20_1' 2 5'
10 e /—QCI . . .
HO o Y7 dihydrobenzofuran-5-yl)acrylic acid
11 13 (14 .
o 12 ° % b2 Solido amarelo

F.F.: 148-152°C

Rendimento: 41% - 0,11 g (0,23 mmol) a partir
de 0,26 g (0,56 mmol)

F.M.: C27H25CIOs M.M.: 480,94 g.mol!

Rf: 0,27 (hexano e acetato de etila, 6,0:4,0 v/v)
clogP: 6,40+0,40
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IV (ATR, Ons, cm.): 2920 (C-H), 1680 (C=0), 1602 (C=C ar), 1261 (C-0-C), 806 (C-
Cl).

RMN de H (6; DMSO-d:; 300 MHz): 7,74 (d; 1H; J=15,78 Hz; H15), 7,37-7,30 (m; 4H;
H3’, H4’, H6’, H7’), 6,98 (dd; 3H; JusHe=1,77 Hz; JH10H12=9,61; H5, H10, H12), 6,88
(dd; 1H; JneHs=1,85 Hz; Jne,H3=8,29 Hz; H6), 6,81 (d; 1H; JH3,He=8,25 Hz; H3), 6,31 (d;
1H; J=15,84 Hz; H16), 5,17 (d; 1H; J=9,21 Hz; H7), 5,10 (s; 2H; H1’), 3,91 (s; 3H;
OCHpa), 3,87 (s; 3H; OCH3), 3,54-3,44 (m, 1H, H14), 1,40 (d; 3H; J=6,78 Hz; C14-CH3).
RMN de 13C (¢; DMSO-d6; 75 MHz): 172,4 (C17), 150,2 (C2), 149,9 (C8), 148,1 (C15),
147,2 (C1), 144,5 (C9), 135,4 (C2’), 133,7 (C4), 133,6 (C5’), 132,9 (C13), 128,7 (C3,
C7’), 128,6 (C4’, C6), 128,1 (C11), 119,0 (C5), 116,9 (C16), 114,4 (C12), 114,0 (C6),
111,6 (C10), 110,0 (C3), 94,1 (C7), 70,3 (C1’), 56,0 (C2-OCHs, C9-OCH3s), 45,1 (C14),
17,7 (C14-CHp).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C27H2s5ClOs 481,1413; encontrado
481,1410, erro -0,6235 ppm.

acido (E)-3-(2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-

~ \
N 0 . N N
108 o, 41 3-metil-2,3-dihidrobenzofuran-5-il)acrilico
16 OH
HOU~LAnAs~(s M7 Solido amarelo claro

© DL0103 F.F.: 120-125°C
Rendimento: 49% - 0,06 g (0,17 mmol) a partir
de 0,12 g (0,35 mmol)
F.M.: C20H2006 M.M.: 356,37 g.mol*
Rf: 0,23 (hexano e acetato de etila, 6,0:4,0 v/v)
clogP: 3,38+0,39

IV (ATR, Ons, €m.): 3505 (O-H), 2963 (C-H), 1679 (C=0), 1601 (C=C ar), 1272 (C-O-
C).

RMN de 'H (¢; DMSO-ds; 300 MHz): 7,75 (d; 1H; J=15,84 Hz; H15), 7,02-6,99 (m; 2H;
H10, H12), 6,98-6,93 (m; 1H; H5), 6,90-6,89 (m; 2H; H3, H6), 6,32 (d; 1H; J=15,84 Hz;
H16), 5,17 (d; 1H; J=9,36 Hz; H7), 3,91 (s; 3H; OCHg), 3,88 (s; 3H; OCHs), 3,53-3,47
(m, 1H, H14), 1,40 (d; 3H; J=6,75 Hz; C14-CH3).

RMN de 3C (¢; DMSO-d6; 75 MHz): 172,3 (C17), 150,1 (C2), 147,3 (C8), 146,7 (C15),
146,0 (C1), 144,5 (C9), 133,8 (C4), 131,3 (C13), 128,1 (C11), 120,0 (C5), 117,0 (C16),
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114,3 (C12), 114,2 (C6), 111,5 (C10), 108,8 (C3), 94,4 (C7), 56,0 (C2-OCHs, CO-
OCHs), 45,2 (C14), 17,6 (C14-CHa).

~0 \ acido (E)-3-(2-(3,4-dimetoxifenil)-7-metoxi-3-
metil-2,3-dihidrobenzofuran-5-il)acrilico
Solido amarelo
DL0303 F.F.: 78-81°C
Rendimento: 38% - 0,05 g (0,13 mmol) a partir
de 0,12 g (0,34 mmol)
F.M.: C21H2206 M.M.: 370,4 g.mol?
Rf: 0,27 (hexano e acetato de etila, 6,0:4,0 v/v)
clogP: 4,15+0,39

IV (ATR, @, CM2): 2960 (C-H), 1683 (C=0), 1601 (C=C ar), 1263 (C-O-C).

RMN de H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 7,74 (d; 1H; J=15,81 Hz; H15), 7,05-6,82 (m; 5H:;
H3, H5, H6, H10, H12), 6,32 (d; 1H; J=15,81 Hz; H16), 5,19 (d; 1H; J=9,30 Hz; H7),
3,91 (s; 3H; OCHs), 3,87 (s; 3H; OCHa), 3,86 (s; 3H; OCHs), 3,56-3,46 (m, 1H, H14),
1,41 (d; 3H; J=6,81 Hz; C14-CHba).

RMN de 13C (3; DMSO-d6; 75 MHz): 172,3 (C17), 150,1 (C2), 149,3 (C8), 149,2 (C15),
147,2 (C1), 144,5 (C9), 133,8 (C4), 132,0 (C13), 128,1 (C11), 119,2 (C5), 117,0 (C16),
114,3 (C12), 111,6 (C6), 111,0 (C10), 109,3 (C3), 94,3 (C7), 56,0 (C2-OCHs), 55,9
(C9-OCHs), 45,1 (C14), 17,6 (C14-CHa).

6.1.9 Reacdo de reducéo dos derivados aldeidicos (adaptado de Mochalov et al.,
2016; Ward; Rhee, 1989)

Figura 56 - Reacgédo de redugdo com boridreto de sddio.

~0 \o
Q NaBH, NaOH 4,0 mol.L"! 0
e P O VS W
™ etanol, 0°C - t.a. N
0

Fonte: Da autora.

Em um baldo 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
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solubilizac&o do aldeido, sob banho de gelo. Em seguida, foi adicionado boroidreto de
s6dio (1,0 eq.) solubilizado em NaOH 1,0 mol.L'* (1,0 mL), gota a gota, durante 10
minutos. Apdés esse tempo a reacdo foi deixada a temperatura ambiente e foi
acompanhada por CCD com hexano e acetato de etila (7,0;3,0; v/v) como eluente.
Apo6s o término da reacdo, colocou-se novamente o baldo em banho de gelo e
adicionou-se HCI 20% (v/v) gota a gota, até pH 2,0. A reacdo foi deixada sob agitacao
magnética em banho de gelo por mais 10 minutos. Em seguida, quando houve a
formacgédo de um sdlido, filtrou-se a vacuo a mistura reacional lavando-se o sdélido com
agua gelada e o produto foi mantido em dessecador. Quando nao foi formado o sélido,
0 solvente da reacdo foi eliminado em evaporador rotatério, o residuo foi
ressuspendido em agua destilada e extraido com diclorometano e, logo apés, lavou-
se a fase organica com uma solucéo saturada de cloreto de sédio. A fase organica foi
seca com sulfato de sddio anidro, o sal retirado por filtragdo simples e o produto final

obtido apods eliminacdo do solvente em rotaevaporador.

. (E)-3-(2-(4-((4-chlorobenzyl)oxy)-3-

o 1smae:o , A.ZO1 O#Qim m.ethoxyphenyl)-?-methoxy-S-methyl-2,3-
NI S dihydrobenzofuran-5-yl)prop-2-en-1-ol
Solido amarelo escuro
F.F.: 118-120°C°C
Rendimento: 70% - 0,1 g (0,21 mmol) a partir
de 0,14 g (0,3 mmol)
F.M.: C27H27CIOs M.M.: 466,95 g.mol*

Rf: 0,35 (hexano e acetato de etila, 6,0:4,0 v/v)
clogP: 5,68+0,39

IV (ATR, Uns, cma): 3517 (O-H), 2954 (C-H), 1598 (C=C ar), 1217 (C-O-C), 808 (C-
Cl).

RMN de 'H (¢; DMSO-ds; 300 MHz): 7,36-7,28 (m; 4H; H3’, H4’, H6’, H7’), 6,98 (d; 1H;
Jusne= 1,8 Hz; H5), 6,86 (dd; 1H; JueHs=1,86 Hz; JneH3=8,26 Hz; H6), 6,82-6,78 (m;
3H; H3, H10, H12), 6,54 (d; 1H; J= 15,84 Hz; H15), 6,27-6,17 (m; 1H; H16), 5,11-5,09
(m; 3H; H7, HT’), 4,27 (dd; 2H; J=1,2 Hz; J=5,88 Hz; H17), 3,87 (s; 3H; OCHzs), 3,85
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(s; 3H; OCHs3), 3,49-3,42 (m, 1H, H14), 2,02 (s; 1H; OH), 1,36 (d; 3H; J=6,78 Hz; C14-
CHs).

RMN de 13C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 149,6 (C2), 147,8 (C8), 147,1 (C1), 144,0 (C9),
135,4 (C2’), 133,4 (C4), 133,2 (C5), 133,2 (C13), 131,2 (C11), 130,7 (C15), 128,6
(C3, CT7’), 128,5 (C4’, C6’), 126,2 (C16), 118,9 (C5), 114,0 (C12), 113,5 (C6), 109,8
(C3), 109,6 (C10), 93,5 (C7), 70,1 (C1°), 63,6 (C17), 55,9 (OCHBgs), 55,8 (OCHs3), 45,3
(C14), 17,5 (C14-CHs3).

EM-ESI/Q-TOF (m/z): [M+H]* calculado para C27H27ClOs 467,1620; encontrado
467,1614, erro -1,2844 ppm.

6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA

As avalia¢des bioldgicas foram supervisionadas pelo Prof. Ivo Santana Caldas,
no Laboratério de Parasitologia do Departamento de Patologia e Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG. As avaliacdes de citotoxicidade e
sobre a forma amastigota intracelular do parasito, foram realizadas pela Prof. Livia

Figueiredo Diniz, do mesmo departamento acima citado.

6.2.1 Avaliacdo da atividade in vitro sobre formas epimastigotas de T. cruzi

Para a avaliacdo do efeito anti-epimastigota dos derivados da (-)-licarina A foi
utilizada a cepa Y de T. cruzi e o farmaco benznidazol (Bz) foi usado como farmaco
de referéncia nos ensaios. As formas epimastigotas foram mantidas em laboratorio
em meio LIT por intermédio de repiques semanais. Para quantificar a atividade de
cada substancia sobre o parasita, foi utilizada reagdo colorimétrica previamente
padronizada.

Foram adicionados, em uma placa de 96 pocos, 150,0 yL das substancias a
200,0 pg/mL, em triplicata. Realizando, logo apoés, diluigdes seriadas a fim de se obter
7 concentracdes finais (200-3,12 pg/mL). Em seguida, foi adicionado 50,0 puL de uma
suspenséo de parasitos na concentracéo de 1,5x10° parasitas/mL, apés contagem em
camara de Neubauer. As placas foram incubadas em estufa BOD, a 28°C, por 72

horas. Apos esse periodo foram adicionados 20,0 pL de resazurina/poco e apos 10
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horas foi realizada a leitura da reagdo a 570 nm e 600 nm, utilizando um leitor de
microplacas.

Foram organizados, em cada placa, pocos com o controle negativo (meio),
controle positivo (meio+parasitos), controle com derivados e farmaco padrédo
(meio+droga, na auséncia de parasitos) e controle de solvente (meio + DMSO). Dessa
forma foi possivel verificar o potencial de qualquer constituinte em efetuar reducéo do
corante resazurina.

A porcentagem de inibicdo da proliferacao de epimastigotas foi calculada a partir
da férmula:

% inibicdo = 100 — [ As70-(A600XRO) Tratado / As70-(As00XR0) controle+] X100.

Nessa férmula, As7o= absorbancia a 570nm, Aeco= absorbancia a 600nm e RO &
o fator de correcéo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo,
ou seja, apenas meio de cultura e resazurina na auséncia de parasitos [Ro = (As7o
/A600)].

A partir do percentual de inibicdo de cada concentracdo das substancias foi
calculada a Clso (concentragao inibitéria do composto avaliado que induz a 50% do
efeito analisado), utilizando o programa CompuSyn®.

6.2.2 Avaliacédo da atividade in vitro sobre formas amastigotas intracelulares de

T. cruzi

A metodologia empregada para a avaliacdo da atividade in vitro sobre as
formas amastigotas segue o descrito no trabalho de Machado e colaboradores (2020).
Células Vero foram quantificadas em camara de Neubauer e plaqueadas na
concentragdo de 1x10* células.mLt, sobre laminulas de vidro em placas de cultura de
24 pocos. Apoés 24 horas em estufa a 37°C, 5% COq, as células foram infectadas, na
proporcdo de 10 parasitos por célula, com formas tripomastigotas da cepa Y de T.
cruzi, obtidas de cultivo celular. Decorridas 24 horas, o meio de cultura foi removido e
0s pocos lavados com meio fresco para remover os parasitos nao internalizados. A
seguir foi adicionado meio de cultura contendo 5,0 pug.mL* das substancias, sendo
incluidos controles positivos (células infectadas, na auséncia de farmacos) e negativos

(células e meio).
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As placas foram novamente incubadas por 72 horas; ap6s o periodo de
incubacao as laminulas foram removidas, lavadas em PBS, fixadas por 5 minutos em
metanol e finalmente coradas pelo Giemsa (10% v/v em agua destilada). A
determinacao do numero de células infectadas (contendo amastigotas viaveis) foi feita
por meio de leitura em microscépio 6ptico de 200 células. A partir dos valores de
percentual de infeccdo das células submetidas ou ndo a incubacdo com as
substancias foram calculados os valores de inibicdo da infeccdo. Todos os graficos
foram feitos no software Prism 8.0 e os valores de IC-50 foram determinados utilizando

0 programa CompuSyn.

6.2.3 Avaliacédo da atividade in vitro sobre formas tripomastigotas de T. cruzi

Para avaliacdo da atividade anti-tripomastigota foram utilizadas formas
tripomastigotas da cepa Y, obtidas a partir do sobrenadante de culturas de células
Vero previamente infectadas. Cem microlitros de uma suspensao de DMEM 5% SFB
contendo 1,5x10° parasitos.mL* foram pipetados, em triplicata, em placas de 96
pocos. Os parasitos foram incubados com as substancias em concentracdes
decrescentes (2,5, 5,0 e 10 pg.mL™) utilizando diluicbes seriadas 1:2, sendo a
concentragdo inicial de 10 pg.mL*. Foram incluidos como controles parasitos apenas
em meio de cultura e em meio+ DMSO (ha mesma concentracao utilizada nos pogos
incubados com as substancias). Ap6s 24 horas em estufa a 37°C em atmosfera 5%
COg2, os parasitos foram quantificados em camara de Neubauer. Utilizando os valores
de percentual de mortalidade dos parasitos incubados ou ndo com as substancias
foram calculados os valores de Clso. Para esse calculo foi utlizado o
programa CompuSyn. Os graficos foram construidos no Graphpad Prism 7.0
(MACHADO et al, 2020).

6.2.4 Avaliagcéo de citotoxicidade

A avaliacdo de citotoxicidade das substancias foi realizada conforme descrito
por Machado e colaboradores (2020). Para avaliar os efeitos toéxicos das substancias
sobre as células hospedeiras, foram utilizadas culturas de células Vero ndo infectadas,

incubadas com as substancias por 72 horas. Posteriormente a viabilidade celular foi
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guantificada por meio da reacédo da resazurina. Duzentos microlitros de suspenséo
das células Vero, na concentragéo de 4,5x10* células/mL, foram pipetados em placas
de 96 pocgos e incubados a 37°C, 5% COz, por 24 horas. O meio de cultura foi removido
e substituido por 200 uL de meio contendo ou n&o as substancias em concentracoes
descrescentes. Apos 72 horas a 37°C, o sobrenadante foi removido e entdo
adicionados, em cada pogo, 200 uL de meio de cultura fresco contendo 20 uL de
resazurina 1mM, um indicador de proliferacdo celular. Decorridas 3 horas de
incubacao, a 37°C, a placa foi lida em leitor de microplacas (570 nm e 600 nm). No
ensaio foram incluidos controles negativos (meio+resazurina); positivos
(meio+células) e ainda controle de morte celular (DMSO). O percentual de inibicao da
proliferacéo celular induzida pelos farmacos foi calculado pela seguinte formula:

% inibicdo = 100 — [A570-(A600xR0) Tratado / A570-(A600xR0) Controle+]
x100

Nesta formula, A570= Absorbancia a 570nm, A600= Absorbancia a 600 nm,
Controle + € o poco contendo células, meio e resazurina, ha auséncia do farmaco. RO
e o fator de correcédo, calculado a partir dos valores de absorbéancia do controle
negativo (C-), ou seja, apenas meio de cultura e resazurina na auséncia de células
[Ro = (A570/A600)C-]. A absorbancia do meio de cultura foi subtraida de todas as
amostras (meio na auséncia de resazurina). Todas as avaliacdes in vitro foram

realizadas no minimo duas vezes e utilizando duplicatas.

6.2.5 Avaliacédo da atividade tripanocida in vivo

Camundongos Swiss foram infectados, por via intraperitoneal, com 5x10°
formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y do T. cruzi, obtidos por pun¢éo do plexo
venoso retro-orbital de camundongos infectados, no dia do pico de parasitemia.

Os camundongos utilizados no estudo foram selecionados aleatoriamente e
devidamente identificados com acido picrico, conforme padrdo estabelecido no
laboratério. Os animais foram divididos em trés grupos: o grupo controle positivo, 0s
tratados com DLO1, substancia prototipo, e os tratados com DLQ7, substancia que
apresentou atividade satisfatéria nos ensaios in vitro. Assim, para cada substancia
foram utilizados nove animais, sendo que eles foram subdivididos em trés subgrupos

nos quais receberam diferentes dosagens das substancias. O grupo tratado com o
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farmaco de referéncia, o benznidazol, ndo foi utilizado nesses estudos pois ja € de
amplo conhecimento que o tratamento com esse farmaco na concentracdo de 100
mg/kg leva a supresséo total da parasitemia no terceiro dia de tratamento.

O experimento teve inicio com a infec¢do de todos os camundongos com o
parasito em sua forma tripomastigota por injecéo intraperitoneal, sendo este o dia 1
de infeccdo. No quinto dia iniciou-se o tratamento com as substancias previamente
preparadas. Os grupos de camundongos tratados com as substancias escolhidas
receberam o tratamento durante sete dias consecutivos, ap6s a confirmacdo da
infeccdo. As substancias foram preparadas como suspensdo aquosa contendo 5,0%
de cremophor para auxiliar a solubilizacdo e foram administradas aos camundongos

por gavagem, nas concentracdes de 10, 50 e 100 mg/kg de peso corporal.

6.2.5.1 Avaliacdo da parasitemia

O exame de sangue a fresco foi realizado diariamente desde a deteccédo da
parasitemia, a fim de determinar a supressao e/ou a reativacao natural da parasitemia.
Cinco microlitros de sangue foram coletados da veia caudal dos camundongos, sendo
a quantificacdo dos parasitos realizada segundo a técnica descrita por Brener (1962).

Foi considerada supressao da parasitemia a auséncia de parasitos, detectados
no exame de sangue a fresco durante o periodo de tratamento. O exame foi realizado
em todos os camundongos de cada grupo, comparando-se a média de supressao dos

grupos tratados ou do grupo controle infectado.

6.2.6 Andlise estatistica

Diferencas estatisticas foram determinadas de acordo com a analise de
variancia one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de comparacdes mdultiplas de

Dunnett ou teste T, tendo como nivel de confianca 95% e de significancia 0,05.
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6.3 ESTUDOS COMPUTACIONAIS

6.3.1 Estudos de ancoragem molecular

Os estudos de ancoragem molecular envolvendo os derivados da licarina A
propostos e a enzima tripanotiona redutase foram realizados utilizando-se o programa
AutoDock Vina1.1.2 (TROTT & OLSON, 2010). O desenho e otimizacao da geometria
dos ligantes foram realizados utilizando-se o programa BIOVIA Discovery Studio
v16.1.0.15350 (DASSAULT SYSTEMES, 2016). As coordenadas referentes a
estrutura cristalografica da tripanotiona redutase foi obtida a partir do banco de dados
Protein Data Bank (PDB ID 1BZL) (http://www.rcsb.org/pdb). Os arquivos da
macromolécula e dos ligantes foram convertidos ao formato *.pdbqgt e a regido de
busca conformacional foi definida utilizando o programa AutoDockTools 1.5.6
(MORRIS et al., 2009). A regidao de busca conformacional foi definida com as
dimensdes 22 A x 22 A 22 A, centralizada no ponto de coordenada 24.033x7.354x-
7.128. Os resultados referentes aos estudos de ancoragem molecular foram
analisados por meio dos programas PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,
Versao 1.3, Schrodinger, LLC) e BIOVIA Discovery Studio Visualizer v16.1.0.15350.

6.3.2 Estudos de previsado das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e

metabodlicas

As propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e metabodlicas das
substancias sintetizadas foram previstas usando o servidor online gratuito

SwissADME (http://www.swissadme.ch/).
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APENDICE A

Figura 57 — Espectro de absorgdo na regido do IV do derivado DLO1.
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Figura 58 — Espectro de RMN de *H do derivado DLO1 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 59 — Espectro de RMN de **C do derivado DL0O1 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 60 — Subespectro DEPT-135 do derivado DLO1 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 61 — Espectro de massas do derivado DLO1.
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Figura 62 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DLO2.
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Figura 63 — Espectro de RMN de *H do derivado DL02 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 64 — Espectro de RMN de **C do derivado DL02 (CDCls, 75 MHz).

559545

<O N T @ wn w0 < w0
2REEe o 8 38k
DD~ D o -~ o (=TSN
owoa-3 © ) W~ o
—— 2 T © L\
S5V A | | B
1y ! I

WKW N~ WO o

AN N~ N~

N ONONN

©W©MOMmo N

CWUWO O

ST IT OO @

I T TR o

I

ekl

T T I} T T T T v T T T T A T T T T T T L T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

Fonte: Da autora.



126

Figura 65 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL02 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 66 — Espectro de massas do derivado DL0O2.
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Figura 67 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DL0102.

e, ol
mﬁ’””ﬂkak/ JVW’W

% Transmittance

4000 3800

Fonte: Da autora.

3400

9g8lve—

DL0102

o

¢e'Le6C—
£€5'1.8¢—

€G'256¢

3200

T

\
S

2400 2200 2000

Wavenumber (cm-1)

M ¥

U‘

61 L9991 — ——

6265 L——

1600

‘ |"
e
[
Suiin
TN -
© O Iiu
log |
mco/(—lt
| o=2N
N BNopo
o o
= Do~
b [\e]
w o @K
® &
& ‘

1400 1200

9% 02l L—

G8'8201—

1000

2E296~

71°0¥6—

800

o/

2¢9'0€9
joraldhe]

600

8¥'089-

400

128



129

Figura 68 — Espectro de RMN de H do derivado DL0102 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 70 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL0102 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 71 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DL0302.
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Figura 72 — Espectro de RMN de *H do derivado DL0302 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 74 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL0302 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 75 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DLO03.
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Figura 76 — Espectro de RMN de *H do derivado DLO3 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 77 — Espectro de RMN de **C do derivado DL0O3 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 78 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL03 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 79 — Espectro de massas do derivado DLO3.
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Figura 80 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DL0A4.
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Figura 81 — Espectro de RMN de *H do derivado DL04 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 82 — Espectro de RMN de **C do derivado DL04 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 83 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL04 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 84 — Espectro de massas do derivado DLOA4.
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Figura 85 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DLO5.
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Figura 86 — Espectro de RMN de *H do derivado DLO5 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 87 — Espectro de RMN de **C do derivado DL0O5 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 88 — Subespectro DEPT-135 do derivado DLO5 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 89 — Espectro de massas do derivado DLO5.
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Figura 90 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DLO06.
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Figura 91 — Espectro de RMN de *H do derivado DL06 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 92 — Espectro de RMN de **C do derivado DL06 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 93 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL06 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 94 — Espectro de massas do derivado DLO6.
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Figura 95 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DL08.
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Figura 96 — Espectro de RMN de *H do derivado DL08 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 97 — Espectro de RMN de **C do derivado DL0O8 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 98 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL08 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 99 — Espectro de massas do derivado DLO8.
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Figura 100 — Espectro de absorcdo na regido do IV do derivado DL10.
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Figura 101 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL10 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 102 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL10 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 103 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL10 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 104 — Espectro de massas do derivado DL10.
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Figura 105 — Espectro de absorcdo na regido do 1V do derivado DL11.
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Figura 106 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL11 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 107 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL11 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 108 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL11 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 109 — Espectro de massas do derivado DL11.
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Figura 110 — Espectro de absorcdo na regido do 1V do derivado DL12.
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Figura 111 — Espectro de RMN de 'H da substancia derivado DL12 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 112 — Espectro de RMN de 3C da substancia derivado DL12 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 113 — Subespectro DEPT-135 da substancia derivado DL12 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 114 — Espectro de massas do derivado DL12.
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Figura 115 — Espectro de absorcdo na regido do IV do derivado DL13.
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Figura 116 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL13 (CDClz, 300 MHz).
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Figura 117 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL13 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 118 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL13 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 119 — Espectro de massas do derivado DL13.
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Figura 120 — Espectro de absorcdo na regido do 1V do derivado DL14.
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Figura 121 — Espectro de RMN de 'H da substancia derivado DL14 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 122 — Espectro de RMN de 3C da substancia derivado DL14 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 123 — Subespectro DEPT-135 da substancia derivado DL14 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 124 — Espectro de massas do derivado DL14.
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Figura 125 — Espectro de absorcdo na regido do IV do derivado DL15.
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Figura 126 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL15 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 127 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL15 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 128 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL15 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 129 — Espectro de massas do derivado DL15.
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Figura 130 — Espectro de absorcdo na regido do IV do derivado DL16.
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Figura 131 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL16 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 132 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL16 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 133 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL16 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 134 — Espectro de massas do derivado DL16.
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Figura 135 — Espectro de absorcdo na regido do 1V do derivado DL17.
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Figura 136 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL17 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 137 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL17 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 138 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL17 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 139 — Espectro de massas do derivado DL17.
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Figura 140 — Espectro de absorcdo na regido do IV do derivado DL19.
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Figura 141 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL19 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 142 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL19 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 143 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL19 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 144 — Espectro de massas do derivado DL19.
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Figura 145 — Espectro de absorcdo na regido do 1V do derivado DL21.
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Figura 146 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL21 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 147 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL21 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 148 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL21 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 149 — Espectro de massas do derivado DL21.
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Figura 150 — Espectro de absorcdo na regido do IV do derivado DLO7.
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Figura 151 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL0O7 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 152 — Espectro de RMN de '3C do derivado DLO7 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 153 — Subespectro DEPT-135 do derivado DLO7 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 154 — Espectro de massas do derivado DLO7.
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Figura 155 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DL0101.
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Figura 156 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL0101 (CDCls, 300 MHz).
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t

Figura 157 — Espectro de RMN de 3C do derivado DL0101 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 158 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL0101 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 159 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DL0301.
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Figura 160 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL0301 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 161 — Espectro de RMN de 3C do derivado DL0301 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 162 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL0301 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 163 — Espectro de absorcdo na regido do 1V do derivado DL22.
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Figura 164 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL22 (CDClz, 300 MHz).
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Figura 165 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL22 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 166 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL22 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 167 — Espectro de massas do derivado DL22.
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Figura 168 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DL0103.
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Figura 169 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL0103 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 170 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL0103 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 171 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL0103 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 172 — Espectro de absor¢do na regido do IV do derivado DL0303.
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Figura 173 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL0303 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 174 — Espectro de RMN de 3C do derivado DL0303 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 175 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL0303 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 176 — Espectro de absorcdo na regido do IV do derivado DL23.
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Figura 177 — Espectro de RMN de 'H do derivado DL23 (CDClz, 300 MHz).
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Figura 178 — Espectro de RMN de '3C do derivado DL23 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 179 — Subespectro DEPT-135 do derivado DL23 (CDClz, 75 MHz).
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Figura 180 — Espectro de massas do derivado DL23.
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Abstract

Neolignans such as licanins are secondary metabolites found in many plant species which can be also obtained by organic synthesis
and biosynthetic methodologies. This class of active plant principles has a dihydrobenzofuran nucleus denved from
phenylpropanoids. They are extremely usefl starting compounds which can be used in the semi-synthetic synthesis of analogues
which may possess optimised and improved chemical and biological properties. Licanin A has been studied the most and has been
shown to possess multi-functional biological propertics mnging from cytotoxicity 1o antimicrobial activities and has even been used
for the weatment of centrad nervous system complaints and metabolic disorders. In this review, the multi-functional biological
properties of natural licaring and some of their semi-synthetic derivatives are discussed, along with the estsblished mechanisms of
action of these substances 1o demonstrute that they can be used as promising prototypes for the development of new medicinal drugs.

Keywords Antimicrobial - Antiparasitic - Benzofurans - Bioactive compounds - Cytotoxic - Triacylglyceride accumulation

Introduction the range of licarins that have been described, licarin A (2-

methoxy-4-{ 7-methoxy-3-methyl-5-[(E)-prop- 1 -enyl}-2,3-

The search for new bioactive substances from plants is a cur-
rent approach in the discovery of drugs, especially in tropical
regions, which generally possess a wide biodiversity, This is
evidenced by the fact that ~70%% of the medicinal drugs ap-
proved for the treatment of discases are directly derived from
natural products or are synthetically produced analogues of
these natural products (Aradjo et al. 2014),

Licarins are natural heterocyclic products belonging to the
neolignan class as first classified by Gottlieb (1978) and have
great structurnl diversity and distinet biological activities. Of
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dihydro-1-benzofuran-2-yl]phenol), in both of its (2538)-(-)-
and (2R 3R)-(+)-enantiomeric forms (1 and 2) and licarin B
(5-[7-methoxy-3-methyl-S-{(E)-prop-1-enyl}-2,3-dihydro-1-
benzo furmn-2-yl}-1 3-benzodioxole, also as (2,3) (+)-enantio-
mers (3 and 4), appear © be the most widely distributed in
plants and the profusion of published work in various arcas
has proven their pharmacological potential, especially in the
case of (+ -licarin A (Kim et al, 1991; Barbosa de Castro et al.
2013; Abourashed and EI-Aly 2016; Chiu et al, 2016; Wy
et al. 2016).
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Licarin A, or rans-dehydrodiisoeugenol (1 and 2), s a
neolignan with a dihydrobenzofuran structure found in numerous
medicinal and edible species (e.g.. nutmeg). This noolignan may
be obtained semi-synthetically by the oxidative dimerisation of
the phenylpropanoid isocugenol (Scheme 1). This has been demn-
onstrated in the literature by various researchers including
Chioccara et al. (1993), Rodrigues et al. (2017). Hemindez-
Vizquez et al. (2011), Vasudevan and Bhat (2011), Liu et al.
(2013), Chen et al (2013) and Mardhatillah et al. (2016).

In this review, the biological activities of natural licaring
and similar semi-synthetic products are discussed along with
their established mechanisms of action. This review oanly
covers natural and semi-synthetic neolignans of the licarin-
class; however, these structures can be produced synthetically
in the lsboratory to create related molecules which may have
potential clinical benefit, although they are not the focus of
this contribution.

Search Strategy

This study is a narative review on natural and semi-synthetic
licarins which was based on an extensive literature review
using PubMED, Google Scholar, ScienceDirect, SciFinder
and Sciclo databases. The keywords used as search terms
included the following (both individually and in vanous com-
binations thercof): licarins, neolignan, debydrodiisoeugenol,
cugenol, isocugenol, antioxidant, antimicrobial activity, anti-
bacterial, antimycobactenal, anti-inflammatory, antifungal ac-
tivity, antivirus activity, antiprotozoal sctivity, antiparasitic
activity, Reference lists in the identified papers were also
searched, and additional publications were subsequently
trnced online, Inclusion criterta were papers reporting the iso-
lation or identification of licarins or neolignan compounds and
their biological activitics,

Discussion
Licarins

Neolignans are heterocyclic compounds which are
chamcterised by the fusion of the benzene and furmn rings

OCHy

=

1

OCH,

0 OH
O = _
4 X

(Le.. benzofurans) to form more complex structures which
have wide pharmacological properties (Shamsuzzaman
20135; Ha et al. 2020). They are commonly found as substruc-
tures within more complex structures which have wide phar-
macological properties. Neolignans derived from a
dihydrobenzofuran, eupomatenoid. are reduced structural an-
alogues of benzofurans that possess asymmetry due to the
presence of two chiral carbons, e.g., compounds 1-4. The
bioactive neolignans which are known as licarins have this
type of structural skeleton (Bertolini and Pineschi 2009; Liu
et al. 2013; Shamsuzzaman 2015).

Due 1o the fact that some neolignans have chirality, they
can be found in nature as enantiomerically pure forms or as a
mixture of various stereotsomers. In this way, it is possible to
find two enantiomeric forms of the same neolignan in the
same plant species (Pereira etal. 201 1a). Neolignans accumu-
late in wood as a response to mechanical injuries or the inva-
sion of fungi or bacteria and licarins have been isolated from
vanous plant species, such as the roots of Krameria cyisoldes
Cav., Krameriaceae; the leaves of Magnolla ovata (A. St-
Hil.) Spreng., Magnoliaceae; and the seeds of nutmeg,
Myristica fragrans Houtt., Myristicaceae (Abe et al. 2002,
Singh et al. 2005; Liu et al. 2013; Sawasdee et al. 2013;
Francis et al. 2019). Licarins have displayed various biologi-
cal activities including anti-herpetic (Sawasdee et al. 2013),
antibacterial (Singh et al. 2003), antimycobactenial (Léon-
Diaz et al. 2010), anti-inflammatory (Murakum et sl 20035),
antioxidant (Arellanes et al. 2011), trypanocides and
leishmanicides (Souza et al, 2012).

When isolsted from naturs] sources, licarins are generally
obtained in a low yield; therefore, synthetic methods have
been developed 1o obtain them in larger quantitics. As an
example, there are reports of obtuining (+)-licarin A (1) from
isocugenol by biosynthetic methodologies using peroxidases
(Chioccara et al. 1993), green coconut (Coceus nucifera) wa-
ter (Rodrigues et al. 2017), Coviandrum sativim cell culture
(Hemdndez-Vazquez ¢t al, 2011) and Psewdomonas putida
cell culture (Vasudevan and Bhat 2011), As non-
biosynthetic methods, the use of oxidising reagents such as
silver oxide (Liu et al. 2013), cerium ammonium nitrase (Chen
et al. 2013) and iron (H) chloride (Mardhatilluh ct al 2016),
have been reported as isocugenol dimerisation agents. Aiba
and Gottlieb (1975) proposed the synthesis of (+)-licarin B (3

OCH,

lsoeugenol

Scheme 1. Retrosynthetic analysis for licarin A (1), which may be obtaised semni- symthetically by the onsdative dimersation of the phenyipropanosd

isoeugencl, Reproduced from Alvarengs ot al, (20200

) Springer
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and 4) by pyrolysis of a specific aryl cinnamyl cther. It is
worth highlighting that all of these synthetic preparation
methods produce licarins as 4 mixture of enantiomers.
Pereira et al. (2011b) developed a chiral high-performance
liquid chromatography method to resolve the mixture with
an enantiomenic excess (EE) > 99.9% (Fig. 1).

Neolignans are the major constituents of M. fragrans, of
which approximately 35.1% are benzofuranoid neolignans.
About 32 compounds of this class of natural products have
been isolated from the aril, seed, fruit, fruit pericarp and stem
bark of this aromatic evergreen tree with a pleasant aroma and
taste (Ha et al. 2020). The plant is well known as a commercial
source of mace (aril) and nutmeg (seed), which have long been

MAY

widely used as culimary spices. In addition, various parts of
M. fragrans have been used in traditional medicine for treating
several diseases and widely cultivated for commercial pur-
poses in many countries, including Indonesia, Thailand,
Japan, China, South Africa and India.

In addition to (+)-licarins A and B, licarin C (7-methoxy-3-
methyl-5-[(Z)-prop-1-enyl]-243.4.5-trimethoxyphenyl)-2,3-
dihydro-1-benzofuran §), licarin D [(25,35)-2.3-dihydro-
2-(3,4-dimethoxyphenyl)-7-methoxy-3-methyl-5-(E-
peopenyl) benzofisran 6], isolicarin A (2-methoxy-4-{(25,3R)-
7-methoxy-3-methyl-5-[(E)-prop-1-enyl]-2, 3-dihydro-1-
benzofuran-2yljphenol 7), odoratisol A (3"-methoxy-licarin
A: 2,6-dimethoxy-4-[(25,35)-7-methoxy-3-methyl-3-[(E)-
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Fig. 1 Chiral HPLC chromasograms of (4 Jicarin A (a), (+ ) learin A (b
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prop-1-enyl}-2_3-dihydro-1-benzofuran-2-yl]phenol 8), 3'-
methoxy-licarin B (9) and macencolignan B [(2R3R)-3'-
methoxy-licarin B 10] has been isolated from M. fragrans,
inter alia (Ha et al. 2020). The enantiomer levorotatory
(25.35-) of licarin B (3) have been also described as hicarin
E (Kwon etal. 2011). (+)-Licarins A and B are, until now, the
most explored in evaluations of their biological potential.

5 23 trans R,=R,=R4=0CH,

6 2538 R;=R;=0CHy; Ry=H

7 25.3R Ry=H, Ry=OH; R,=OCH,
8 28.38 R1=R3=OCH3; R;=OH

9 2538 R,=OCHy; Ry=Ry=OCH,0
10 2R.3R R|=OCH:|: R33R350C"2°

Biological Potential of Licarins
Antimycobacterial Activity

Léon-Diaz et al. (2010) have published studies on the
antimycobacterial activity of (-)-licarin A (1) and (-}-licarin
B (3) which were isolated from the root of Aristolochia
taliscana Hook & Am., Aristolochiaceae, in which it was
observed that compound 3 was moderutely sctive aguinst the
HITRvy struins of Mycobacterium tuberculosix and mono-
resistant variants, with a minimum imhibitory concentration
(MIC) value of 25-50 pg/ml In addition to being active
ugainst most strains of multi-resistant M. ubercwlosis (MIC
of 12.5-50 pug/ml), compound 1 also exhibited modernte ac-
tivity against the M. abercadosty H3TRv strain (MIC of 2§
pg/ml) but was more active against mono and multi-resistant
M. muberedosis (MIC of 3.12-12.5 pg/ml). In addition, 1 also
demonstrated activity against non-tuberculosis mycobacteria
with MIC vidues of 6,25 pg/ml for M. avium, M. smegmatis
and M. fortuimm, and an MIC of 3.12 pg/ml for M. chelonae,
Furthermore, Léon-Draz et al. (2013) published results on
the i vive anti-tuberculosis activity of the isomer (-)-licarin A
(1). The published data demonstrated a significant decrease in
the bucterial load in the hungs of rodents which were infected
with the M. tubercudovis H3TRv and multi-resistant strains
after treatment with this neolignan. A notable decrease in
pocumonia was also observed in the treated animals, especial-
ly in those infected with the M. fuberculosis H37Rv strain,
Recently, Jiménez-Arcllanes et al. (2014) and Gomez-
Cansino et al, (2017) have reviewed the potential of plant
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metabolites as anti-M. tuberculosis agents. Muniyan and
Jayaraman (2017) showed that licarin A was amongst the five
most interesting compounds with antitubercular activity.
showing potential against 3 wide varicty of M. mbercudosis-

Antiparasitic Activity

Chagas disease is a neglected tropical disease which is caused
by Trypanosoma cruzi and affects approximately 8 million
people in Latin America, with more than 25 million people
at risk of contracting it (Rassi Jr. et al. 2010). Studies pub-
lished by Abe et al. (2002) demonstruted that (-)-licarin A (1)
has significant activity against epimastigote forms of 7° cruzi,
acting with an ICs, of 62 uM. In addition, it was possible to
demonstrste that licarin B has no activity against the parasite,
which may suggest the imponance of free phenolic hydroxyl
groups for the trypanocidal activity of licanns.

Pereira et al. (201 la) reported important differences in the
activity of licarin A due to its stereochemistry. These authors
pointed out that (+)-licarin A, in a meemic form (1 and 2), has
T, cruz activity reduction (ICsg of 127,17 uM) when com-
pared to its isolated enantiomers, Specifically, it was observed
that (-)-licarin A (1) showed greater potency (ICs, of 23.5
uM) than (+)-licarin A (2: ICg, of 87.7 uM), indicating that
the absolute configuration directly affects its ability to intersct
with the parasite’s molecular target of action.

Cabral et al. (2010) evaluated the trypanocidal effect of the
(-)-licarin A (1) which itsell was isolated from Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez, Lauraceae, and then tested
agamst the trypomastigote forms of 7. cruzi, where they ob-
served the induction of death of the parasite with a 24 h ICg, of
960 M. As observed by means of mnsmission electron mi-
croscopy (Fig. 2), the ultrastructure of the parasites was
strongly affected by compound 1, Parusites presented swollen
mitochondria that generally occupied most of the cytoplasm
and caused disorganisation of the ivternal mitochondrial cris-
tae (Figs. 2a and b). In addition, some treated parasites pre-
sented condensed and disorganised KDNA (Fig. 2a).

Although the molecular target of action of (-)-licarin A (1)
as o trypanocide has not yet been confirmed, evidence indi-
cates that its antiparasitic action is due to its involvement in
processes which are related to oxidative damage, which fur-
ther increases the possibility of involvement of the
trypanothione reductase enzyme according to Souza et al.
(2012). This particulur enzyme is essential for maintaining
trypanothione in its reduced form of dihydrotripanothione
[T(SH),, N' N*-bis{ghutathionyl) spermidine]. and thus is ca-
pable of transferring reduced equivalents from NADPH 1o the
different peroxidases contributing to maintaining a reduced
intrucellular environment in the parasite (Castro and Tomds
2008),
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Fig. 2 Transmsssion clectron
microscopy of epamastigotes of
Trnpanosoma cruzi (Y strain). (a
and b) Treated for 24 h with
100 mM of () Iscanin A (1),
Pamsates treated with these

also suffered ahemBions as point
ed by the amow in a. There was
also an mtense swelling of the

mitochandrion (M). Reproduced
from Cabral et al. (20109

The effective action against the Leishmania parasite of (-)-
licarin A (1) was observed in studics by Néris etal. (2013), in
which it was possible to notice inhibition of the multiplication
of the parasitic promastigote form with an ICs of 294 uM.
For the amastigote form, which is present in infected macro-
phages, it was observed that afier 72 h of exposure to the
substance there was a relevant decrease in the survival rate
of the parsites in the infected cells resulting in an 1Cy, of
14.4 uM. Such results were better than that observed for the
control drug used in the trial, meglumine antimoniate
(glucantime), The leishmanicidal mechanism of action by
which (-)Hicarin A acts seems to be the induction of DNA
fragmentation in parusites leading to a typical pattern of death
by apoptosss.

Studies have shown that (+)-licarin A has significant activ-
ity against the parasite Schistosoma mansond with u LDsg
wround 30 pM (Percira et al, 201 1a; Meleti et al. 2020),
However, when evaluating the licarin A enantiomers separute-
Iy, a decrease in activity was observed when compared to the
same action with the racemic mixmure, The (~)-licarin A iso-
mer (1) maintained some activity but the (+)-somer (2) had no
activity, This fact may indicate that the mixwre of isomers acts
synergistically, increasing the schistosomicidal effect of this
particular (+)-licarin A racemic mixture. Additionally,
Adekiya et al. (2020) studied the Schiswosome glucose truns-
porter 4 (SGTP4) us a therapeutic target for licarin A and other
natural products. They have shown the formation of & stable
complex between licarin A and SGTP4, suggesting that this
could explain the schistosomicidal activity observed with this
compound,

Cytotoxic Activity

Hyperproliferative discases cun be caused by changes in cell
signalling. Thus, intervention in these signalling pathways can
lead to targets for the treatment and prevention of cancer.
Bused on this fact, Lee et al. (2004) evaluated the ability of

(-)-licarin A (1) to inhibit a phospholipase C (PLC ) related to
the signal transduction process between cell membranes and
cell proliferation. Compound 1 showed u significant PLC
inhibition capacity, with ICse values of 15.8 + 1.3 uM in the
tests performed. In addition, this substance demonstrated an-
tiproliferative activity against different cell lines referring to
colon, breast and lung cancer (1Cs, of 5.0 uM), indicating a
relationship between the inhibition of the soenzyme PLC
with the ability to inhibit cancerous cell growth. In addition,
Tsai etal. (2001) also reported the cytotoxic effect of licarin A
extract from Persea obovarifolia (Hayata) Kosterm.,
Lauraceae, leaves against cancer cell lines P-388 (lympho-
blastic murine leukaemia), KB16 (squamous cell carcinoma
of the mouth) and HT-29 (colon adenocarcinoma).

Other rescarchers have observed that (-)-licarin A (1),
from the seeds of M. fragrans, has an antiproliferative
effect against four different lung cancer cell lines
(A549, NCI-H23, NCI-H320 and NCI-H460).
According to the concentration and time of evaluation,
ICso values of 2003 + 3.12 and 22,19 + 1,37 uM were
obtained for cell lines NCI-H23 and AS49, respectively
(Mabeswari et al. 2018), Treated cells with 1 showed
clongated and distorted structures with larger number of
vacuoles, Thus, its ability to induce cell antophagy was
investigated, This fact was proven when performing ex-
pression analysis of a specific form of mRNA and pro-
win LC-3 involved in the autophagy process, in which
the increase of these markers demonstrated the induction
of autophagy by (-rlicarin A (1) in lung cancer cells, In
addition, compound 1 increased the level of pS3 (-
mour suppression protein) and reactive oxygen species,
which can contribute to the activation of sutophagy and
apoptosis, culminating in cell death (Maheswari et al
2018), However, additional studies are still needed to
understand the regulatory mechanism of this activity.
Table | shows the ICso values found for (-)-licarin A
(1) in studies involving different cancer cell lines.
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Table 1 Companson of reported cytotoxic activities (Ca) of Icarin A

Author Ozl cavity Breast Lung Colon
uM M M uM

Sawasdee et al. (2013) 3935 1397 312

Lee ot al (2004) 49 306 613

Maheswan et al. (201%5) - 210

Lin etal. (2015) 133 210

Antioxidant Activity

In the human body, reactive oxygen species play a crucial role
in its defence mechanism; however, they are also responsible
for the initation of various cellular responses that can them-
selves impart harmful effects on the body such as biomolecu-
lar damage. It is essential therefore, to counteract these harm-
ful effects through the use of antioxidants, and those from
natural sources are of particular interest (Parveen et al,
2016). Studies by Hou et al. (2012) demonstrate that the seeds
of M. fragrans remain intact for long penods of time without
undergoing oxidative processes, which indicates the presence
of antioxidant substances in their constitution. When the
chemical components present in the seed of this species were
isolated, the presence of licarins A and B was confirmed,
amongst other active redox agents which interact with impor-
tant cellular processes in which key enzymes such as cyclo-
oxygenase, lipooxygenase, phospholipase A, NADH-
oxidase or glututhione reductase are involved.

Similarly, natural scavengers from the root of Machilus
obovanifolia (Hayats) Kanch, & Sasaki, Lauraceae, were iso-
lated 10 be evaluated for their sntioxidant capacity, among
them (-)-licarin A (1). In this research, Lin et al. (20135) ob-
served that 1 had & considerable antioxidant activity (1Cs
values of 123 + 1.1 uM) and could climinate 50% of free
radicals within 20 min during the standard ABTS discolor-
ation test (using 2.2"-azinobis-3-cthylbenzothinzoline-6-sul-
fonic acid). In the same year, Zhang et al. (201 5) also demon-
strated the antioxidant activity of (-)-licarin A (1) by a
bloassay-guided isolation of constituents in nutmeg pericurp,

Sathya ct al. (2020) evalusted the activity of compounds
isolated from M. fragrans as antioxidants and inhibitors of the
cholinesterase and a-glycosidase enzymes. [t wis demonstnt-
ed that (-)-licarin A (1) has a cholinesterase inhibitory activity
und nlso acts as an antioxidant, with 1C, values of 111.3 uM
+0.07 and 24.74 uM = 0.09, respectively. Barros et al. (2009)
evaluated the antioxidant activity of (-)-licarin A (1) extracted
from the leaves of M. ovara, where there was a significant
concentration-dependent activity with an 1Cy, of 172 uM.
Also, an antioxidant effect from the extret of Lewcay aspera
(Willd.) Link, Lamiacene, was observed, where it was later
identified the presence of the meemic mixture of (+)-licarin A
(Sadhu et al. 2003),
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Neuroprotective Activity

In studies by Qu et al. (2014) and Ma et al. (2005), (-)-licanin
A (1) from the bark of Machilus thunbergii Sicbold & Zuce.,
Lauraceae, was described as a neuroprotective agent. The neu-
roprotective effect was evaluated in a model related to exces-
sive exposure to glitamate, the main neurotransmitter in the
centrzl nervous system, in cultured cortical cells from rats (Qu
et al 2014). Compound 1 led to cell protection of 405 at a
concentration of 1.0 uM. Although the mechanism of action
has not been clucidated, it is suggested that protection against
cell damage induced by glutamate is related to antioxidant
activity. In this case, it was found that licarin A promoted a
reduction in calcium influx that is normally related 1o
glutamate-induced neurotoxicity and inhibited the subsequent
exacerbated production of nitric oxide (NO) and peroxide at
the level of the control cells. In addition, (-)-licarin A (1)
preserves the activity of antioxidant enzymes such as super-
oxide dismutase, glutathione peroxidase and glutathione re-
ductase in neuronal cells damaged by glutumate (Ma et al.
2004), thus avoiding a highly oxidative environment harmful
to cells,

In the study by Ma et al (2003), both (-)-licarins A (1) and
B (3) were used to treat cells which were exposed to damage
by hydrogen peraxide. Here, they showed protection rates of
30 and 60%, respectively, at a concentration of 30 pM. In
addition, a high activity in the ishibition of platelet sggregn-
tion for these two substances was observed with an inhibition
rate of 30% for both cases, which was higher than the positive
control (aspirin) which showed 25%.

The ability of compounds 1 and 3 to cross the blood-brain
barrier can be affected by a number of factors such as size,
shape, structural groups, ligands, zets potential and low bio-
availability amongst others (Sweeney et al. 2018, Saimt-Pol
ctal 2020), and the possible side effects from natural products
interacting with brain tissue would be a limiting factor in their
clinical application (Scotti and Scotti 2018). Various reports
suggest that only a limited number of phenolic compounds are
capable of reaching the central nervous systems by crossing
the blood-bruin barrier (Faria et al. 2010, 2012, 2014; Fern
et al. 2015; Rasouli et al. 20204, b),

Zhang et al. (2013) showed that (-)-licarin A (1) from the
seeds of M. fragrans could cross this highly selective semi-
permeable border of endothelial cells rapidly after intravenous
administrution ot u single dose of 40 mg/'kg 1o ruts, and that it
could be detected in all of the cerebral nuclel 8 min afler

Wu et al. (2016) studied the use of compounds obtained
from the sceds of Myrivtica fragrans (nutmeg), concluding
that the benzofuran-type ncolignans showed moderite 1o high
permeabilities across the blood-brain barricr, Therefore, itis a
reasonable assumption to expect that synthetic modifications
of licarins may be designed to further improve their
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permeability to be beneficial neuroprotective agents. Finally,
Zamilpa et al. (2014) have studied the action of #-hexane-
soluble extract from Artsiolochia elegans Mast. roots against
the scorpion venom. They showed that licarin A is one of the
main active constituents in this extract possessing antagonist
action against the neurotropic effect of the venom.

Anti-Inflammatory Activity

Cao et al. (2013) reported a study where six dihydrobenzofiran-
type neolignans including licanin A (1), licanin B (3) and 3-
methoxy-licann B (9) were isolsted from the dry mature seeds
of M fragrans. These compounds showed inhibition in the pro-
duction of nitrogen oxide (a reactive nitrogen specics) in munne
monocytes-macrophages (RAW2647) activated by lipopolysac-
charides with 1C5, values of 33.6 M, 53.6 uM and 48.7 uM,
respectively. Nitrogen oxide is synthesised from L-arginine by
the nitric oxide synthase enzyme in vanous mammalian tissues
and cells, acting in defence against DNA damage and as a reg-
ulstory molecule in homeostatic activities (Kuo and Schroeder
1995). However, the excessive production of nitrogen oxide has
pathological consequences, including the development of inflan-
mation and induction of cell death (Mulligan et al. 1991),

In studics published by Murakami et al. (2005), the anti-
inflammatory activity was evalusted by inhubiting the expression
of COX-2 and activating the protein tanscription fisctor NF-xB,
afier cellular exposure to Bpopolysaccharides. It was observed
thast (-)-licarin A (1) has s excellent anti-inflanmatory capacity
at a concentration of 0.1 uM., The proposed mechanism for its
uction i reluted to the inhibition of NF-xB activation by sup-
pressing the phosphorylstion-dependent proteolysis inhibitor
IkB-ax, which i an importnt transcriptional fisctor involved in
the expression of inflammatory medintors.

Matsui et al, (2015) evaluated (-)-licarin A (1) as an inhib-
itor in the pctivation of mast cells during processes of hyper-
sensitivity and associated inflammation, When used at a con-
centration of 20 puM, it was observed that this neolignan
inhibited the release of histamine, prostuglanding and the se-
cretion and production of tumour necrosis factor (TNF-a) in
cells in response to antigens. Such action can be attributed to
the suppression of some signalling pathwayx of the PCKa,
und BIE protein kinases as well us the p38 mitogen-activated
protein kinase (MAPK),

In another study, Morikawa et al. (2016) showed that
licarin A acts as antagonist of the CC chemokine receptor 3,
which plays an important role in allergic diseases. The mech-
unism of action ks not yet fully known, but the results obtained
highlight the potential of licarin A ax an interesting prototype
in the scarch for new drugs in the weatment of allergies and
Inflammatory processes.

Léon-Diaz et al. (2013) described a study where an anti-
inflammatory effect wis observed for (-)-licarin A (1), which
wis caused by inhibiting the activation of eyclooxygenase 2

(COX-2) and the subsequent inhibition of prostaglandin E2
production. This then reduced the progression of lung tissue
destruction and increased the survival rate among the rodent
test subjects.

In a published molecular docking study (Coy-Barrera
2020), 58 natural beterocyclic compounds were screened
against nine ic structures of the COX-2 enzyme
which are responsible for the production of important inflam-
matory mediators, such as prostaglandins and thromboxanes.
These substances were selected for study because they contain
a benzofuran or dihydrobenzofuran ring, groups considered to
be isosteres of the indole ring, which are proven to be impor-
tant for the anti-inflammatory activity of many substances.
Among the 58 substances studied, 13 compounds were
neolignans of the licarin-type. Among the 4 substances that
showed the greatest potential for COX-2 inhibition during the
in silico studies, maximol (11) was shown to be an active
COX-2 inhibitor at an ICy, value of 1.25 uM. It is worth
noting that there are other compounds that, whilst they are
not referred to as licarins, do possess structurally identical 2-
arylbenzofuran neolignan scaffolds. Such compounds are (+)-
4-methoxy conocarpan (12) as reported by Hayashi and
Thomson (1975) and Yang et al. (2019) and (+)-frans-
dehydrodiisoeugenol (licarin A) as reported by Xu et al.
(2020).

Anti-Viral Activity

Hongthong et al. (2016) evaluated the ant-HIV-1 activity of
several neolignans isolated from the roots of Dasymaschalon
sootepense Craib, Annonacese. Among the screened com-
pounds only (+)Fconocarpan (4-{(25,35)-3-methyl-5-[(E)-
prop-1-enyl -2 3-dihydro- 1-benzofurn-2-y1 jphenol 13) was
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found to be weakly active against HIV-1 RT with an 1Cg,
value of 323.2 uM. Sawasdee et al. (2013) evaluated the
anti-herpetic activity of several substances of natural ornigin,
including licarin A. This neolignan was tested against the two
types of the herpes virus (HSV-1 and HSV-2), with MIC
values of 66.7 pg/ml for HSV-1 and 87.5 pg/ml for HSV-2.

Diabetes

The receptor activated by gamma peroxisome proliferator
(PPARY) is one of the study targets for new hypoglycaemic drgs
since it regulates the gene expression of proteins which are in-
volved in the control of glucose metabolism, lipids and proteins,
and includes the regulation of insulin sensitivity (Memon et al.
2000). Saptarind ¢t al. (2014) have demonstrated that hicarin A acss
as an agonist in the PPARY ligand binding domain with encrgy
inseraction energy and inhibition constant relatively close © the
hypoglycaemic drug pioglitazone. Stadies with licarin B have
shown that it acts as a partial PPARY receptor agonist, confirmed
by adipocyte differentiation assays and regulation of the expres-
sion of target genes and proseins. Furthermore, licarin B has been
shown to Jead an increase in insulin sensitivity by regulating the
expression and wanslocation of GLUT4 (Shyni et al. 2016).
GLUT 4 has an important role in glycaemic control, being the
only msulin-sensitive ghuose transpoter that is located in vesickes
in the cytosol of rusicle and adipose tissue cells. Its targeting w the
plsima membrane also ocours, via insulin signalling inducing the
fusion of the vesicles containing GLUT 4 with the plasma mem-
brane, thus increasing the transpont of glucose o the cells, con-
sequently, controlling blood glucese (Nazarian-Samani et al.
2018). Zhao et al, (2018) reported the antidisbetic potential of
neolignans extracted from the fruits of Viburmum fvdiae. Some
licanurrelated compounds showed potency as a-ghicosidase in-
hibitor and free radical scavengers; consequently the use of
dihydrobenzofurun-type neolignans could be a positive route for
the reatment of type 2 dinbetes.

a b

Fig. 3 Ol Red O staning smages of fully differentssted CIHIOTL2
mescochynsl siem cells after § days of differentation. (n) Celly main
tained withowt MDI def% ieduction d (b) Cells men
taimed with MDI difk induction medsum: 0.5 mM 3 dsobutyl-
| methybumthing, | M dexamethasone and 10 pg/ml insulin in DMEM
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Miscellaneous Activities

Yoon et al. (2018) evaluated the ability of licarin A (1) © pro-
mote lipolysis for the treatment and prevention of obesity. In this
study, the different biochemical involvement of 1 as a potential
anti-obesity agent were demonstrated with the main ones being
(i) induction of the formation of smaller lipid droplets, which
reduces the stored amount of lipids and, consequently. a lower
caloric release, in brown and beige adipocytes of C3HI0T12
mesenchymal stem cells; (i) induction of the expression of
uncoupling enzyme | and other thermogenic genes in
C3HI0T12 cells, which leads to greater energy demand and
consequently the greater oxidation of stored lipids through pro-
tein kinase A (PKA): and (iii) actvation of lipolysis via the
activation of PKA which phosphorylates the penlipin proteins
on the surface of lipid droplets facilitating the access of the
hormone-sensitive lipase to the doplet, in addition 10 making
this enzyme more active through its phosphorylation via PKA.
Figure 3 illustrates fully differentiated CIHI0T172 cells (Fig. 3a)
a5 assayed in differentiation induction medium (MDI+; Fig. 3b),
which increased triacylglyeenide (TG) accumulation dramatically
in companson with the group without MDI (MDI-) with no TG
accumulation. Rosiglitizone was used as positive control of
browning (Resi + MDI), which has been reported o induce
white-to-brown fat conversion by stabilising PRDM 16 prosein,
has alio reduced TG accumulation by 11% (Fig. 3¢). Treatment
group with (-)-icarin A (1) in MDI showed attenuation of TG
sccumulation in C3HI0TE2 cells as evidenced by 4 13% (Fig.
3d). The attenuation of TG sccumulation may be caused by the
mhibition of lipid storage by compound 1 (Yoon et al 2018),
Shrestha et al. (201 1) showed that licarin A possess antioxidant
activity on low-density lipoprotein (LDL) and an inhibitory action
on the enzyme cholesterol acylmnsfonse (ACAT), These inter-
ferences are known to be part of atherosclerosis and
hypercholesterolemia treatment protocols. In addition to the
activities previously described for licanins, the action of these

Rosi LA

supplenented with 10% of FBS, followed by & maturstion medsum coen.
povexd of DMEM. 1095 of FIS and 10 pg/'ml insulis. (¢) Control group
Rosigletsaone wis wsed as posttive control of browning (Ross « MDI) (&)
Treatrment growp: (< phicarin A (1) i MDE Reproduced from Yoon et al
(201%)
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substances on other biological targess has also been described.
Hantori et al. (1986) evaluated the antimicrobial activity of licarin
A against several bacterial strins, finding a minimum mhibsory
concentration value (MIC) of 12.5 pg/ml for strains of
Streprococcus mutans of serotype C, related to the formation of
dental plaques and cavities. Park et al. (2017) discovered that
licarin A and licarin B are able to inhibit Swreprococcus
the potential of licarins as agents o develop antibacterial agenss.

Park et al. (2004) disclosed that it was possible 1o identify the
effect of Bcarn A extracted from Aristolochia kliscang oot in
programumed cell death, since with an ICs of 192 uM, the au-
thors were able to induce apopiosis through caspase-3 activation.
At the same time, Morikawa et al. (2018) demonstrsted the inhib-
ory effect of seven neolignans, including (+ Hicarin A (1C5, of
58.2 uM) which was extmeted from M. fagrans in the degrany-
lation of basophilic levkaemia cells (RBL-2H3) thus exhibiting a
potent antinllergic effect. ERAIfy et al. (2019) reported the isols-
tion and structunsl charcterisation of chemical components which
are present in nutmeg. Amongst the eleven solated substances,
four conespond to licaring A (1) and B (3), in addition to their 3'-
methoxy derivatives 8 and 9, These substances were evaluated for
the inhibition potential of fatry acid amide hydrolase (FAAH) and
moeaoacylglycerol Bpase (MAGL), serine proseases that degrade
two endogenous cannabinoid receptor ligands (anandamide and
2-grachidonoylglycerol) which in tum act as messenger modulat-
ing pewrotmsmitiers. Fany scid amide hydrolase (FAAH) and
sively studied as regulstors of several pathological conditions as-
sociated with the central nervous system, such as anxiety, depres-
sion und pain. The (-)Hicarin A (1) and its methoxylated snalogue
(8) were the most active compounds as inhibisors of FAAH during
in vipro assays, with ICg, values of 7.02 and 4,57 uM, respective-
ly. Compound 8 was also evalusted in whivo and demonstrused the
potential for treating snxiety in snimals.

Semi-Synthetic Derivatives

In addition to natural licaring obtained from plants, there are
various reports of their use in the synthesis of derivatives by
structural modifications to improve their biological potential,
There is evidence in the literature that the lipophilicity of
molecules also affects the ability to cross cell walls and cyto-
plasmic membranes, while promoting damage that can result
in celbular lysis (Penido et al. 2007; Pasreira et al. 2010; Porto
et al. 2012; Rojo-Amreola ¢t al. 2014). In the studies by
Oliveira et al. (2019) and Meleti et al. (2020), structural
changes were mude to licarin A, involving its propenyl chain
und phenolic hydroxyl. Oliveira et al, (2019) synthesised four
compounds with changes in these groups, licarin D (6), and
compounds 14-16, which were tested against tumour cells.
The trhydroxylated compound 16 wis the most active at a

concentration of 50 M against leukemic cancer cells (HL-60)
while the rimethoxylated compound. licarin D (6), displayed
marginal activity against breast cancer cells (MCF-7) at a con-
centration of 100 pM.

CHy OCH5
0
Jostat

14R=H
15R = OCH,

mH; OCH3
(o]
Lo

16

In the work of Meleti et al. (2020) the schistosomicidal and
trypanocidal activity of lcarin A and some derivatives were
evaluated. In this case, simple chemical modifications were
made to the phenolic hydroxyl of the licarin A, with the inser-
tion of & methyl (6), benzy| (17) or acetyl substituent (18), As
a result, licarin A was able 10 promote more than S09% of lysis
1w Trypanasoma erug cells at ICg, 1008 uM. On the other
hand, the acylated compound (18) wus the most active,
displaying worm viabelity reduction at 25 uM and mortality
of all worms at 100 and 200 M within 24 h. In this same test,
licarin A (1) was the second most active, displaying worm
viability reduction at 50 uM and mortality of 25% and
100% of worms in 24 h at concentrations of 100 and 200

WM, respectively.
OCH, OCH,
o0 = ¢
(o~
17
o »—
(J
18

Souza et al. (2012) described synthesis of the licarn A
derivatives 19-24 10 evaluate their leishmanicidal,
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trypanocidal and antimycobactenial potential. When evaluat-
ing these compounds against the epimastigote form of
Trypanosoma cruzi, it was observed that compounds 23 and
24 were the most active with 1Cs, values of ~28 puM.
Compounds 19, 23 and 24 showed the most promising results
with ICs values of 8.68, 15.0 and 14.1 uM, respectively, as
leishmanicidal agents. When evaluated against
M. tberculasis, the most active compounds were 23 and 24
and both gave a MIC value of 31.25 ug/ml.

OCH;4 OCH;
0
(0~
=

19R= CHzCHQCHa

20 R = CH,CH,CH,CHy
21R= CHy(CH;)sCHy
22R= CHzCH'(CH:;)z
23 R = CH{CH,)CH=CH,

OCH, OCH;
0
(L))o

24

Alvarenga et al. (2020) synthesised a number of licarin
A derivatives and then evaluated the influence of the
structural modifications on the antimycobacterial poten-
tial. In addition, the inhibiting effect on biofilm formation
by fast-growing mycobacteria was investigated. Initially,
the phenolic subunit and alkenyl side chain of licanin A
were modified w create denivatives with 4 higher partition
cocfficient (25-28), as the activity of a compound against
mycobacteria seems to be strongly influenced by its hy-
drophobicity, Further, polar groups were inserted into the
side chain o change the hydrophilic-lipophilic profile of
the molecules (29 and 30), This study demonstrated that
the hydroxylated compound 30 was more effective than
the control drug, sulfamethoxazole, against M. abscessus
and M, formuitum and more active than clarithromycin
(control drug) against M. massiliense with MIC values
ranging between 9.76 pg/ml and 19.53 pg/ml, respective-
ly. Compound 30 was also more active than licarin A
aguinst M. fortwium and M. massiliense. In relation to
the inhibitory sctivity against biofilm formation, it was
observed that licarin A (1), in addition to compounds 29
and 30, showed potential inhibitory effects with the

OHC™ ™S
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synthetic denvatives being more effective in inhibiting
biofilm formation in relation to licarin A (1). In addition,
cytotoxicity studies against Vero cells showed a low tox-
icity of these compounds. proving that the chemical mod-
ifications carried out on licarin A led to the discovery of

OCH3 OCH3
(<)
Ry ™

25Ry = CHy; R;=CN
26R,=CHy R, =F
27R;=CHy: R;=ClI
28R, =COH;R; =ClI
29 R, = CO,H; R, = CI
ng-CHzOH: Rz'Cl

Morais et al. (2020) produced a series of semi-
synthetic derivatives of licarin A using a simple and
objective synthetic route, They then evaluated the
trypanocidal activity of these compounds against
Trypanosoma cruzi amastigotes and trypomastigotes.
Chemical modifications were performed in the hydroxyl
group and in the orthe position. The synthesised com-
pounds 31 and 32 were more active (ICy, mnging from
5-28 uM) than licarin A (ICs, of 543 pM) against
trypomastigote forms of 7. cruzl, suggesting that the
acetylution of the hydroxyl group leads o a reduction
in ity trypanocidal potential, The allylic compound 31
was the most active against the trypomastigote forms of
T oeruzi (ICy, 5 uM) and preseated a selectivity index
of 9 considering the NCTC healthy cells evaluated (nor-
mal subcutancous arcolar and adipose tissue), The het-
erocyclic compound 32 was the second most active
(ICg 103 uM) but it presented less cytotoxicity with
a selectivity index of 19 considering NCTC cells. When
evaluated against the intracellular amastigote forms of
T. eruzi, all of the semi-synthetic derivatives (and
licarin A) were inactive up to a concentrution of 100
uM. The high lipophilicity of the substances wis asso-
ciated with the low oral bioavailubility that compounds
31 and 32 presented in permeability tests with artificial
membranes. These active compounds were selected for
studies of the mechanism of action considering
trypomastigote forms, in which it can be seen that the
two substances led to an increase in the levels of ROS
in trypomastigote forms, suggesting a mechanism of ac-
tion associated with oxidative stress on the parasite.
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Future Directions

When analysing the works that describe the mode of action of
licarins, especially (-)-licarin A (1), it is noticed that many of
its effects are connected 1o the modulation of oxidative pro-
cesses with pro-oxidant or antioxidant activity depending on
the concentration used. When its antiparasitic and cytotoxicity
capacity were evalumed, its action is related to the develop-
ment of oxidative stress due to the involvement as active re-
dox agents with fundamental molecules for the maintenance
of the reduced intrucellular state, as well as the induction of
apoptosis by different signalling pathways. Considering anti-
inflummatory and antioxidant sctivities, the involvement of
(=)-licurin A (1) is associated to the inhibition of the prosts-
glandin synthesis and signalling molecules such as nitrogen
oxide, thus exercising protection against the damaging pro-
cesses of free radicals in the tissues. However, the
schistosomicidal effect may be related to the ability of com-
pound 1 to exent an inhibitory action on cholinesterase, which
is known 10 play a fundamental role in the nervous system of
the parasitic helminths, us well as in muscle contractility or in
other processes such as glucose uptake in the Schistasoma
mansoni parasite responsible for the discase. In addition,
(+rlicaring A und B (1-4) seem to play an impostant role in
controlling obesity and glycaemia by inducing lipolysis via
PKA and in increasing glucose trunsport into cells via
GLUT 4, reinforcing ity broad spectrum of biological effeces
for the development if future thesapeutical applications for the
treatment of metabolic syndrome, which includes high blood
sugar, excess body fiat around the waist and abnormal choles-
terol kevels,

Due to their multi-functional biological properties,
licarins represent an important class of neolignans that
can be used as promising prototypes for obtaining new
bicactive substances in the scarch for new drug candi-
dates. Studies are still needed to be able to further deter-
mine in detail their mechanisms of action, specifically
including the mode of interactions of these substances
with their biological targets.

Conclusions

Licarins are secondary metabolites of plant species and
are classified as neolignans, which can be obtained by
isolating them from plant species or by chemical syn-
thesis. As the study of products from natural origin is
of great importance for the development of new drug
candidates, the evaluation of the biological activities of
licarins over a number of yecars has shown its
therapeutical potential. Licarin A has received the most
attention regarding its biological properties, and there
are promising results, whether as antimicrobial, antipar-
asitic, antioxidant, cytotoxic or for combating metabo-
lism disorders and central nervous system complaints. In
addition, preliminary studies of intestinal permeability
(Yang ct al. 2010) and distnibution through the blood-
brain barrier (Zhang et al. 2013) have attested that
licarin A has an adequate pharmacokinetic profile to
sllow good absorption afier orul use and bioavailability
in the central nervous system, This could reasonably
also be expected for its analogues. All these data
strengthen the potential of this class of natural
ncolignans and their analogues as prototypes in the de-
velopment of new pharmacological agents,

Although licarin A and licarin B, as well as their semi-
synthetic derivatives, have undergone different biological
studies, very few studies have attempted 1o explore their
mechanisms of action, In addition, many of these studies have
Just evaluated the activity of crude extracts from licarin-rich
plant specics and not their bioactive constituents. As this re-
view has shown, the biological activities of licuring have been
investigated for quite some time with various encouraging
results, However, none has been eventually used as a systemic
therapy as yet. We believe that this time will come, but before
then, we abio believe that improvements in the v vivo evaly-
ations for the hicaring need 1o be accomplished. Modification
for the explorstion of semi-synthetic licarin derivatives by
adding diverse chemical functionalities to the natural mole-
cules in order to modify their pharmacokinetics to improve
their absarption, distribution, biotrunsformation/metabolism
and excretion is a challenge for the future investigations.
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Exploring how structural changes to new Licarin A derivatives effects their
bioactive properties against rapid growing mycobacteria and biofilm
formation
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Several species of rupidly growtng mycobacteria (RGM) have been assoclated with blofilms In areas such as
blomedical devices, water distribution systems, cosmetic suegery, and catheter-relatod blood nfections. Blofilms
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wuu.mmdu levul howed varabdity i the susceptibility profile of my.
cobacteria against the Licarin A derivatives under analysis. A number of the derivatives showed significant
lohibisary activity of planktossc growth of the thiee stratas of mycobacteria used, with even lower MIC values
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1. Introduction field of cosmetic surgery, cases of RGM infections are growing ex-

ponentially, especially in liposuction and mastoplasty procedures [4,5].

llpidly growing mycobacterin (RGM) are responsible for most
my sosis and have gained prominence in the clin
ical and scientific community due to their high lethal power in im.
munocompromised patients [1]. According to the United States Na.
tiomal Institute of Health; biofilms are associated, to some degree, with
B0% of all infections workdwide. Several species of RGM have already
been associated with biofilms in blomedical devices and water dis.

In addition, studies have reported that mycobacterial biofilms con.
tribute to the pathogenesis of catheter celated blood infections [6).
Microarganisms of the Genus Mycobacterium have been prominent
when it comes to antimicrobial resistance, especially when it Is aso-
clated with biofilm formation [ 1], This is because these microorganisms
have a cell wall composed of four, well defined layers of a core surface,
consisting mainly of mycolic acids, Mycolic ackls are present only in

tribution systems, having a great impact on human health [2,0]. In the microorganisms of this genus and they provide mycoboacterial resistance
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Fig. 1. Examples of natural pood

to antimicrobials and biocides due to the high hydrophobicity they
confer to the cell wall [7].

Natural products (i.e. from natural sources such as plants) are an
impartant potential source of new antimicrobial substances. The main
advantages when employing natural products in the search for new
drugs are their innovative structural patterns and (usually) different
mechanisms of pharmacological action. These characteristics have a
paositive impact on the research for new antimicrobial agents since they
represent a way to tackle problems of microbial resistance to drugs as
often happens with antimycobactenial compounds [5],

Some authors have reported natural products with anti.
mycobacterial activity against RGM (Fig 1) For instance, McGraw
et al. [9) showed that 7.methyljuglone, a naphthoquinene found in the
plant genus Euclea, inhibits the growth of both Mycobactersum smegmatis
(MIC 1.57 pg mL"*) and M. fornsitum (MIC 22.14 pg mL ™). For clas-
ification, the minimum inhibitory concentration (MIC) is the lowest
concentration of a chemical which prevents the visible growth of a
bacteria. O'Donnell et al. [10] described two pyridine N-oxide dis-
ulfides from Alium supitatum L. as active compounds against M, for
ruitwm (MIC 22.14 pg mL '), It has also been reported that the two
biflavonoids; amentaflavone and 4" methaxyamentoflavooe, which are
both extracted from Garcinia fvingstoned, inhibited the growth of M.
smegmatis with MIC's of 0.6 and 1.4 pg mL ", respectively (11].

Licarin A, or rons-dehydrodiisoeugenol (Compound 1 in g 2), s a
neolignan with a dibydrobenzofuran structure found in nuemercus
medicinal and edible species (e.g. nutmeg). This neolignan may be
obtained semi-synthetically by the oxidative dimerisation of phenyl
propanokl isocugenol, as reported by various authors [12,15]. It has
been demonstrated that Licarin A shows a wide range of biological
actions such as; anti-inflammatocy [14], antioxidant [15], antitumor
[16], antiprotozoan [17], antiviral [15] and antibacterial [19]).

Ledn-Diaz et al. [19] isolated Licarin A from Aristalochin talisene

Licarin-A (1)

Mg 2. hemienl structure of Licara A and Iy main procunors, oeageool.
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anel reported its antimycobacterial activity ageinst M. mbercudosis
HA7Ry (MIC 25 pg mL ") and a group of noa-tuberculous mycobacteria
(M. smegmatis, M. fornstem, M. chelonse, M. oviem and M. non
chromogenicum) with MICs in the range of 6.25-3.12 pg mL ™", For
completion, they also reported its cytotoxicity on murine

(ICs0 6.25pg mL ™) and acute toxicity in mice (> 1,7 mg mL™"),

Flores et al. [20] evaluated the antibiofilm capacity of a number of
commercial drags such as sulfamethoxazole, amskacin, ciprofloxacin,
clarithromycin, doxycycline and imipenem, all of which are commonly
used to treat diseases caused by microorganisms of the geous Myco-
bacterium. The conclusion of the study was that although the drugs were
effective against planktonic microorganisms, in most cases they were
not effective when the microorganisms are presented in the form of a
biofilm.

Biofilms of M. massiliense were inhibited by all of the drugs eval.
uated in the study only in the highest concentrations tested, whereas
biofilms formed by M. abcessus were inhibited only by the highest
concentrations of amikacin, dprofloxacia and clarithromycin. M. for.
tuitum, in general, showed greater resistance to the inhibitory action of
all the drugs evaluated,

Our research group has been studying the synthesis of, and the
subsequent biological evaluation of new derivatives of eugenol or its
analogues such as dihydroeugenol and isceugenol [21-25]. To the best
of our knowledge there are no studies repocting either the impact of
structural manipulation of Licarin A on its ants-RGM potential or ity
ability in inhibiting biofilm formation by these mycobacteria. There:
fore, the aim of this study was to prepare a set of Licarin A derivatives
and evaluate how this would influence antimicrobial activity and bio-
film formation by RGM species.

Hy

Isoeugenol
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2. Results and discussion

Taking into account the potential of the neolignan Licarin A as an
antimycobacterial compound, we have designed and synthesised a
series of compounds which are derivatised from Licarin A i order to
investigate the impact of specific structural changes on its anti.
mycobacterial ability against RGMs. The Licarin A derivatives (3-9) are
new compounds and there are no published studies regarding the in-
fluence of structural modification of Licarin A on its antimicrobial
profile against RGM. In addition, we report for the finst time whether
Licarin A and these products would be effective as inhibitors of my-
cobacterial biofilms,

Initially, we chose to modify the phenolic subunit and alkenyl side
chain of Licarin A. The activity of a compound against mycobacteria
seems to be strangly influenced by its hydrophobicity, given the mas.
sive presence of mycolic acids in the cell wall of these microorganisms
[26]). Thas, the first rationale for the planned modifications was to
change the hydrophobicity profile of Licarin A by creating derivatives
with a higher partition coefficient. The synthetic route to obtain the
target molecules (Fig. 1) followed well-known synthetic procedures,
Initially the O-benxzylated derivatives were synthesised, with the benzyl
(2), 4-cyancbenzyl (3), 4.flucrobenzyl (4) and 4.chlocobenzyl (S)
ethers synthesised in good yiekls from Licarin A by nucleophilic sab.
stitution with the respective benzyl halides, The 4.chloroberzy! ether
(5) was also used as a model for the preparation of an acyclic analogue
(6) withowt the dibydrobenzofuran unit to investigate whether such a
change would positively reflect on the antimycobacterial properties.

The susceptibility profile of the standard strains against a first round
of pew derivatives was evaluated using the "gold standard” technique
indicated by the Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) [27],
and the profile results of each sandard strain can be observed in
Table 1. A preliminary evaluation of mycobacterial sasceptibility to

g
ﬁ-mw
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Fig. 3. Synthetic route to prepare the
Licarin A derivatives, where reacticn con-
ditions wese: 1) Hydn i

Cand 2

water, 25 'C; #) Respective benzyl halide,
potassium carbonate, dimethylformamide,

70 C; 00 1-{(4-chlerobenzyljoxy)-4-
(chiaromethyl)-2-methoxyhenzene, po-
tassium carb dimethylormamide; Iv)

2,3 dichloro-5,6-dicyano-1,4-beazoqui-
noae, water, 25 "C; v) Sifver axide, sodium
hydroxide (4 molL "), 55 'C v) Sodium
barahydride, ethanal, 25 'C.

Licarin A (1) and the benzyl derivatives (2-6) showed that, despite the
increase in hydrophobicity, as shown by the calculated partition coef:
ficients, there was no improvement in their antimicrobial potential. On
the other hand, as it was active against the three species with MIC
values ranging from 9.76 to 39.06 pg/ml, our results corroborate
findings regarding Licarin A activity published by Léon-Diaz et al. [19].
Therefore, this reinforces the dlinical and scientific interest to study the
antimycobacterial activity of this substance, as well as its synthetic
derivatives, in order to increase the therapeutic arsenal against infec.

Further, we intuitively decided to take the 4.chlorobenzyl ether (5),
which was obtained with the highest yield and in the parest form, as a
insertion of polar groups in the side chain could affect antic
mycobacterial activity by balancing the hydrophilic-lipophilic profile of
the molecules or including regions through which bydrogen interac
ticas can occur. With this idea in mind, the side chain of the 4.chlar.
obenzyl ether (5) was axidised with 2 3. dichloro 5,6 dicyano- 1 4-ben.
oquinone following the work of liefsk et al, [24], leading to the o f-
unsaturated aldehyde (7) in high yield. This aldehyde was further
subjected to oxidation and reduction reactions with silver oxide [29)
and sodium borohydride [30,11] respectively, which led 10 the car
baxylic acid (8) and the allylic akohol (9) being produced Where;
“ClogP_ .., Is the octanol- water partition coefficient predicted by Swiss
ADME webtool [12]. "Cytotoxicity on Vero cells. “Resistance index for
the reference drugs sulfamethoxazole and clarithromycin,

When observing the impact of these modifications on the anti
mycobacterial potential of derivatives (8) and (9), it can be concluded
that they were favourable in view of the reduction of MIC values. Thus,
it appears that the presence of a polar group, especially an alcoholic
hydroxyl, may favour the interaction with bioreceptors involved in the
susceptibility of the three stidlied species to these derivatives.

Table 1
+ Values of the caleulatad pantition coefficlents (Clagh), cytetoxielty (OCg) and minimsum inhibltoary concentration (MIC) for Licarin A (1) and the synthesised
dertvatives (2.9).
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Fig. 4. Effect of different concentrations of compound (1) (Licarin A) on the inhidwrion of the biofilm formation of M mestliense, M. fornunm and M sboesus.
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In general, it was possible to ohserve a great variability i the sus-
ceptibility profile of these mycobacteria against the Licarin A deriva.
tives under analysis. This broad susceptibility profile is also observed
when this assay is performed for clinical and diagnostic purpeses. Flores
et al. [20] determined the susceptibility profile of the same RGM used
in our study in relation to dinical drugs, inferring that the wide
variability that these microorganisms present reinforces the need to
ﬁdmeﬁecﬁumo&uhmodswmmemh

b Furthe the same variability can be observed in
lhemdyby&mu:etnllﬂlmhdnduduﬁnmpm
diagnosed with mycobacteriosis, highlighting the resistance presented
by RGMs to a broad spectrum of antimicrobials that are commaonly used
to treat infections caused by these microorganisms,

In this study, sulfamethoxazole and clarithromycin were used as
reference drugs for antimycobactenial activity, and it should be noted
that these two drugs have been nomimated for Clinical & Labaratory
Standards Institute (QLSI) excellence awards for the treatment of in
fections caused by RGM. Considering the CLSI breaking paints [14], we
can observe from the results shown in Table |, that M. fornstum pre-
sented resistance to both drugs, just as M. massiliense pr d re

g when p < 005
tubes. These biofilms can be formed on the most diverse surfaces, in-
cluding living tissues, hospétal equipment, drinking or industrial water
Maﬂuﬂnﬂlmﬁ:mli"]hhmo{m
bacteria, they can also form at air-liquid interfaces, since mycob
are aerobic microorganisms [ 14]. Thes capacity is due to the favourable
conditions that the technique provides, where nutrients and oxygen are
P In this interfa s rganisms find access to abundant
axygen from the air above and nutrients in solution below [19]. Al
though there are several techniques for the isolated quantification of
EPS, we used the quantification of biofilm béomass using crystal violet
as a stain. This technique measures the amount of biomass formed,
since the crystal violet has the ability to stain ocganic matter [40].
From a clinical perspective, bacterial biofilms in general have
greater resistance when compared to planktonic microorganisms [41],
which becomes a challenge for its successfud treatment. It is clear that
the therapeutic arsenal against these biofilm bacterial infections is
limited, thus highlighting the potential importance of the results pre-
sented in our work, Licarin A and its three derivatives were able o
inhibit the biofilms of the three mycobacterial species, proving the of
fe of these molecules, whilst remaining safe (according to the

sistance to clarithromycin, When observing the inhibitory activities of
the new Licarin A derivatives synthesised in this study, we highlight
that derivatives (8) and (9) showed significant inhibétory activity of
planktonic growth of the three strains of mycobacteria used, with even
lower MIC values than those chserved with clarithromycin and sulfa.
methaxazole,

Regarding their composition; mycobacterial biofilms can be defined
as groups of microorganisms (of the same or different species), sur.
rounded by a self produced polymer of extracellular polymeric sub.
stances (EPS), which are adhered to a surface [15]. ofilms comprise of
water, microarganisms, EPS (polysaccharides, proteins, lipids, DNA,
RNA and loas) and residues from the colonised enviroament, all ad.
hered to & solid surface [10).

In our study, it was possible to observe the formation of myco-
bacterial biofilms with the naked eye, both on the solid surface of the
tubes used in macrotechniques, and on the airliquid surfaces of the

data form the cytotoxicity tests).

Although biofilm development ability is not a general feature pre-
sent in all clinical RGM isolates, numerous species of RGM have already
been associated with biofilms in biomedical devices and water systems
in hospital settings, having a major impact on human health [2]. Due to
the pathogenicity and high resistance of RGM in sessile form, as well as
due 10 the antimycobacterial potential presented by Licarin A and its
derivatives against planktonic microorganisms, we evaluated the anti-
biofilm capacity of the de with the best MIC values.

Given thix, the antibiofilm activities of derivatives (1), (8) and (9)
were determined, bat none of them could destroy the previously formed
mycobacterial biofilm, However, all three derivatives were able to in
hibét biofilm formation to some degree (Figs 4-0). It is suggested that
the ability to inhibit biofilm formation and the ineffective destruction of
pre-formed blofilms presented by the new derivatives is related to the
fact that the biofilm tolerance to bioactive molecules s time dependent

MHF UBDQ “ als
P R R,
/ L.m, / /(IMIWI / /‘/M.'w
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[42). Thas, the denivatives would have a contact time seven times

From a clinical point of view it is known that, in vivo, antimicrobials
are capable of eradicating only planktonic forms released by biofilm,
but they are unlikely to reach the inner populations of the ser to
destroy them, which leads to a recurrence of infection after dis
coatinuation of antimicrobial thempy until the biofilm & surgically
removed [42]. Given this, and comsidering that the large amount of
extracellular polymeric substances present in the biofilm structure
significantly reduces the penetration of antimicrobial molecules, it is
believed that the inactivity of Licarin A and its derivatives in destroying
bacterial biofilms is due 1o the difficulty of the derivatives to penetrate
the biofilm structure and to act on the internal bacterial popalations,
which are in a steady metabolic state [43,44]. This polymeric matrix
produced in the sessile life form of the microorganism retains the las
gest amount of offending chemical agents, forming a physical barrier
that abruptly prevents the action of these substances on cells [45,46]).

In addition, we evaluated the inhibitory capacity of clarithromycin
and sulfamethoxazole on mycobacterial biofilm formation to better
establish the observations with the new maolecules. The results de
monstrated that both antimicrobial drugs have a Hmited ability to in.
hibit biofilm formation even at the highest concentrations tested
(Pigs. 7 and H).

This behaviour can also be observed in other studies, including
drugs other than those used in this stdly, such as amikacin, imipenem,
ciprofloxacin and doxycycline [20,32],

Finally, we emphasise that derivatives (8) and (9) were more ef
fective in inhibiting microbial film formation than Licarin A, and that
the cytotaxicity assay with Vero cells (Tabie 1) showed they have low
toxicity, confirming that structural medifications are important in the
discovery of new bicactive molecules. In addition, we could abserve a
dose-dependent efficacy behaviour, since the higher the concentration
of the derivatives under analysis, the greater the inhibition achieved. It
is important to highlight that, to obtain the results, we used lower
concentrations than the MIC obtained for the derivatives, to confirm
that microorganisms would remain viable in planktonic form to develop

LI
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when p < 0.05.

into sessile form. It is also important to note that these new detivatives
showed better inhibisory activity on biofilm formation than the two
reference drugs tested, while comsidering the resisance presented by
the mycobacterial béofilms of the three strains to them.

Regarding the destruction of biofilms, it was highlighted by
Ramasamy et al. [41] that certain drugs were not able to eradicate the
biofilm structures. These results corroborate those cbtained in our own
tests with the Licarin A derivatives - as none of the molecules tested
had the capacity to destroy mycobacterial biofilms after their forma.
tion, Several factors that involve the biological cycle of biofilms can
explain the high resistance of this structure after it is formed. Among
these factars, we can highlight the difficulty of penectrating the biofilm
due to the increase in physical resistance caused by the presence of
extracellular palymeric substances (EPS), which delay or even prevent
the diffusion of the drug to act as also postulated by Lewis et al. [44]).

Although indepth pharmacological and molecular studies are
needed to unravel the mechanisms by which these derivatives act on
mycobacterial biofilms, it is well established that several substances
become effective in inhibiting biofilm formation while blecking bac-
terial adhesion to surfaces, a crucial step in the biological cycle of this
ecasystem [47]. In addstion, disruption of bactenial cellular commu.
nication is a promising new prospect for inhibiting biofilm formation,
by inhibiting molecules involved in bacterial communication inside the
biofilm, known as quorem sensing [44),

3. Conclusions

The present work shows that nine new Licanin A derivatives were
obtained and evaluated using in vitro tests against M. massliense, M.
Sortuitum and M. ab pecies, Results showed that derivative (9), an
allylic alkcohol derivative, was more active than the reference drugs and
it was moce potent and less cytotaxsc than Licarin A ieself. In addition,
the ability of Licarin A 1o inhibét bsofilm formation by these myco.
bactersa is reported here for the first time. Dertvatives (8) and (9) were
also biofilm inhibitors, which will feature in further optimisation stu.
dies aiming at the development of new antimycobacterial agents,
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4. Experimental
4.1. Chemistry

4.1.1, General techniques

Reagents and solvents used in this work were purchased from
Sigma.Aldrich® and were used as purchased. Licarin A was obtained as
previously described from isocugenal by an oxidative coupling meth-
odology with hydrogen peroxide and coconut water (from fresh green
coconuts - Cocos nucifera L) as reported by Rodrigues et al. [13]. Re
actions were monitored by thin layer chromatography (TLC) an silica
gel sheets (Macherey Nagel, DC.Fertigfolien Alugram* XeraSil G/
UV254). Column chromatography was used as the purification method
mﬂmﬂ&mme).mwmmd&c

techniques: i) FTIR spectra were recorded on a Shimadzu* Affinity 1
FTIR spectrometer using an ATR attachment; ii) NMR spectra were
recorded on a Bruker* AC-300 spectrometer (300 MHz for 'H NMR and
75 MHz for ''C NMR spectra). Chemical shifts (§) were reported in
parts per million (ppm) with reference to the desterated solvent em.
ployed (CDCL,), Coupling constants (J) were reparted in Hertz (Hz); i6)
High resolution mass spectra (HRMS) were obtained in a Bruker* Dal.
tomics microTOF QII/ESLTOF The values of logh were
calculated using the Swiss ADME methodology provided by the Swiss
Institute of Bioinformatics [12).

4.1.2, Synthesis

4.1.2.1, General procedure for the synthests of Licarin A ethers [derivatives
(2), (3), (4) & (5)). The general synthesis method used in this study
was adapted from a method published by Coolen et al, [19]: To a round
bottom flask was added Licarin A (1000 mg, 031 mmol),
dimethylformamide (1.0 mL) and potassium carbonate (339.0 mg,
245 mmol). This mixture was kept under magnetic stirring under
reflux at 70 "C. After 30 min, the respective benzyl halide (1,23 mmol)
was added and the reaction was followed by thin layer chromatography
(TLC) using a solvent mixture of hexane/ethyl acetate (8.0:2.0 v/v),
After 3 b, the solvent was eliminated by an air stream, the crude residue
dissolved with ethyl acetate and the organic selution washed with a
0.5 mal L' NaOH solution (3 x 40.0 ml). The organic phase was
dried with anhydrous sodium sulfate and the filtrate was concentrated
by rotary evaporator. The crude prochsct was obtained using column
chromatography using a hexanes/ethyl acetate solvent mixture (8.0:2.0
v/v),

4.1.2.2. Synthesis of derivative (2). IUPAC Name: 2.(4.(beneyloxy) 3.
methoxypbenyl ) 7. methoxy- 3 methyl 5 propyl 2.3 dilydro
benzofurnn,

Appearance: Light yellow solid. Yield: 58% 'H NMR (300 MHz,
COCL) 8743725 (m, 5H), 6.99 (d; J = 165 He; 2H), 6.99-6,82 (m,
2ZH), 676 (d, J = 6.6 He, 2H), 635 (dd, J = 1569, 159 Hz, IN),

atisticul differ when p < 0.05.

6.16-6.03 (m, 1H), 5.14 (s, 2H), 5.0 (d, J = 933 Hz, 1H), 2.88 (5, 3H),
3.87 (s, 3H), 3.47-339 (m, 1H), 1.86 (dd, J = 6.55, 1.53 Hz 3H), 1.37
(d,J = 6.78 Hz, 3H). “'C NMR (75 MHz, CDCY,) 5149.7, 148.2, 146.5,
1441, 137.0, 1332, 1332, 132.1, 130.8, 128.4, 127.7, 127.2, 1234,
1191, 1136, 113.2, 110.0, 109.2, 93.5, 70.9, 56.0, 55.8, 45.4, 183,
17.6. HRMS (ESL/'Q-TOF) m/z calculated for C,H,0, (M + H)*:
4172061, found 417.2060.

4.1.2.3 Synthesis of derivative (3). IUPAC Name: (E)-4-((2-methoxy 4.
(7-methoxy-3 methyl-5.(prop-1-en- 1.y} 2, 3.-dihydrobenzofuran- 2.yi)
phenaxy methyl )benzoaitrile.

- Yellow solid. Yield: 55%; *H NMR (300 MHz, CDCL,) §
7.64 (4, J = 8.28 Hx, 2H), 7.53 (d, J = 8.16 Hz, 2H), 7.00 (d,
J = 183 Hz, 1H), 6.87 (dd, J = 8.25, 1.83 Hz, 1H), 6.78-6.75 (m, 3H),
6.34 (dd, J = 157, 1.5 ez, 1H), 6.15-6.03 (m, 1H), 5.18 (s, 2H), 5.09
(d, J = 933 Hz, 1H), .88 (s, 3H), 3.87 (s, 2H), 3.48-3.38 (m, 1H), 1.85
(dd; J = 654, 1.38 Hz, 3H), 1.36 (d, J = 6.78 Hz, 3H). “C NMR
(75 Mz, CDCL,) § 149.7, 147.4, 146.2, 144.0, 1425, 134.0, 133.0,
1323, 1322, 130.8, 127.4, 1235, 1190, 118.7, 113.7, 1122 1115,
1100, 109.0, 93.3, 70.0, 5.9, 55.8, 45.5, 18.3, 17.6. HRMS (ESL/Q-
TOF) m/3 calculated for CoH,,NO, (M + H)*: 4422013, found
4422011,

4.1.24. Synthesis of derivative (4). IUPAC Name: (E)}2(4((4-
fluorobenzyljoxy ) 3 methoxyphenyl) 7. methaxy . 3-methyl.5.{prop- 1 -
en-1.y1)-2, 3 dihydrobenzofuran,

Appearance: White solid. Yield: 74% 'H NMR (300 MHz, CDCly) &
7.39-737 (m, 2H), 7.06-7.00 (m, 2H), 6.99 (d, J = 186 Hz, 1H), 6.88
(dd,J = 828, 1 89 Hz, IH), 6.82 (d, J = 8,22 Hz, 1H), 6.77 (s, 1H),
6.75 (s, 1H), 6,35 (dd, J = 1567, 1,62 He, IH), 615603 (m, 1H),
S5.11-508 (m, IH), 388 (s, 3H), 386 (x, IH), 3.49-3,39 (m, 1H), 1.86
(dd, J = 6,57, 1.53 Hz, 3H), 1.97 (4, J = 6.78 Hz, 3H). "'C NMR
(75 MHz, CDCL,) § 1624, 1498, 1480, 1465, 1441, 1325, 132,
1328, 1322, 130.8, 1292, 1291, 1234, 1190, 1155, 1182 1138
1132, 1100, 109.2, 9.5, 704, 560, 559, 455 183 17.6. HRMS
(ES1/Q-TOF) m/z caleulated for CirHyFO, (M + H) ©: 4351966, found
4351967,

4.1.25 Synthests of dervatve  (5). IUPAC Name; (E)}2.(4.((4
chiorobenzyl)axy ) 3 methoxyphenyl ) 7-methoxy 3-methyl-S(prop- 1
en-1.y1) 2, 3 dihydrobenzofumn,

< White solid. Yield: 78%; 'H NMR (100 MHz, CDCL,) §
7.37-7.30 (m, 4H), 7.00 (4, J = 189 Hz, 1H), 6.88 (4, J = 658
1.96 Hz, 2H), 6.82-6.75 (m, 3H), 6.35 (dd, J = 15.69, 159 Hz, 1H),
6.13-6.06 (m, 1H), 5.09 (m, 3H), 3.88 (s, IH), 286 (5, ), 2.49-3.29
(m, 1H), 1.86 (dd, J = 6.55, 156 Hz, 3H), 1.37 (d, J = 6,78 Hz, 3H).
FIC NMR (75 MHz, COCL,) 8 149.7, 147.8, 146.4, 144.0, 1355, 1335,
1331, 1321, 130.8, 1286, 128.5, 126.1, 123.4, 119.0, 1127, 113.2,
1100, 109.2, 93,4, 70.2, $5.9, 55.8, 45.5, 18.3, 17.6. HRMS (BS1/Q-
TOF) m/z calculated for CpH,, GO, (M + H)*: 4511671, found
451.1670.
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4.1.2.6. Synthesis of derivative (6). IUPAC Name:  (E)-1-((4-
chlorobenzyl)oxy)-2-methaxy-4-((2-methoxy 4-(prop-1.en.1.yi)
phenoxy)methyl) benzene.

For the synthesis of derivative (6), Licarin A was reacted with 1.((4-
chlorobenzyl)oxy)-4-(chioromethyl ) 2-methoxybenzene, according to
the procedure described in section 4.1.2.1.

Appearance: White solid. Yield: 53%; '"H NMR (300 MHz, CDCI3) §
7.37-7.29 (m, 4H), 7.01 (d, J = L77 Hz, 1H), 6.89.6.76 (m, 5H), 6.31
(dd, J = 15.72, 1.53 Hz, 1H), 6.15-6.03 (m, 1H), 5.08 (s, 2H), 5.03 (s,
2H), 387 (s, 3H), 3.87 (s, 2H), 1.85 (dd, J = 6.55, 1.53 Hz, 3H). V'C
NMR (75 MHz, CDQl,) § 1498, 1497, 1475, 147.2 1356, 1335,
131.7, 130.7, 130.5, 128.6, 1285, 124.0, 119.8, 1185, 114.4, 114.0,
1113, 109.0, 71.2, 70.3, 559, 55.8, 18.3. HRMS (ESI/Q-TOF) m/z
calculated for CasHasClO (M + K)*: 463.1073, found 463.1089.

4.12.7. Synthesis of dervative (7). IUPAC Name: (E}3-(2444(4-
chlorobenzylJoxy)-3-methoxyphenyl)-7-methoxy-3-methyl- 2,3
(ﬁhydms-yl)layhl&hyt.

method used for derivative (7) was adapted from a
Mpﬂwhwlailmlnﬂmnﬂmw
water (0.5 mL) and 23 dichloro 5,6 dicyano-1 4-benzoguinone (DDQ)
(50.0 mg, 0.22 mmol) were added in a round bottom flask. The sus-
pension was left under magnetic stirring at room temperature for 5 min
and then it was added to the benzyl ether (5) (50.0 mg, 0.11 mmol) as a
solution in dichloromethane (2.0 ml). The reaction was followed by
TLC using a solvent mixture of hexanes/ethyl acetate (7.0:3.0; v/v) and
was found to be complete after 30 min. Ascorbic acid (40.0 mg,
0.22 mmol) was then added and the mixture kept under stirring for
10 min. The solids were remaved by filtratson, the filtrate washed with
saturated sodium bicarbonate solution and the organic phase dried with
anhydrous sodiem sulfate. After evaporating the solvent in a rotary
evaporator, the crude product was purified by silica gel column chro.
matographic column using a solvent mixture of hexanes/ethyl acetate
(7.0:3.0 w/v),

Appearance: Orange solid. Yield: 87%; "H NMR (300 Mitz, CDCLy) §
9.64(d,J = 7.71 Hz, 1H), 7.44-7.27 (m, 5H), 7.02 (s, 1H), 7.00 (s, 1H),
6.96 (d,J = 189 Hz, 1H), 6,88 (dd, J = 823, 1.95 Hz, 1H), 6.84.6.79
(m, 1H), 6.64-6.56 (m, 1H), 519 (d, J = 9.12 Hz, 1H), 510 (s, 2H),
391 (s, 3H), 387 (s, IH), 1.55-3.46 (m, 1H), 1. 41 (d, ) = 6.8] He, 3H).
YIC NMR (75 MHz, CDC1,) 8 193.5, 1531, 150.6, 149.9, 148.1, 144.6,
135.4, 1329, 133.6, 1326, 1287, 1285 1281, 1263, 119.0, 117.3,
1139, 1117, 110.0, 94.2, 70.3, 56,0, 450, 17.8. HRMS (ES1/Q-TOF)
m/z calculated for ConHasClOs (M + H)*: 465,1464, found 465.1465,

4.1.2.8. Synthesis of dervative (8). IUPAC Name: (F)-3(2(44(4
chlorobenzyl Joxy)-3-methoxyphenyl)- 7-methoxy. 3.-methyl- 2, 3-dihydro
benzofuran. S-yl)acrylic acid.

The synthesis method used for derivative (7) was adapted from a
method published by Pear] et al. [29] and was as follows: The aldehyde
(7) (100.0 mg, 0.22 mmol), and 20.2 ml of ag. sodivm hydroxide
(4.0 mol L") were added 10 a round bottomed flask, which was left
under magnetic stirring untll the akdehyde solubilised. Then, silver
oxide (43.0 mg, 0,19 mmol) was added and the mixture was stirred
under heating at 55 'C. The reaction was followed by TLC using a
solvent mixture of hexanes/ethy! acetate (7.0:3.0 v/v). When complete,
the mixture was cooled to room temperature, the solids separated by
vacuum filtration and the filtrate acidified 1o pH2.0 with concentrated
hydrochloric acid. This solution was extracted with ethyl acetate
(3 x 40,0 ml), the arganic phase dried with anhydrous sodium sulfate
and the pure product obtained after eliminating the solvent in a rotary

Appearance: Yellow solid. Yield: 41%; 'H NMR (300 MHz, CDCLy) &
774 (d, J = 1578 Hz, 1H), 7.37-7.30 (m, 4H), 6.98 (dd, J = 9.61,
177 Mz, 3H), 6,86 (dd, J = 8.29, 1.85 Hz, 110), 6.81 (d, J = 8.25 Hz,
LH), 6.31 (d, J = 15.84 Ha, 1K), 5.17 (d, J = 9.21 He, 1H), 5.10 (s, 2H),
391 (s, AH), 347 (s, JH), 3.54-3.44 (m, 1H), 1.40 (d, J = 6.78 Hz,
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3H).'7C NMR (75 MHz, CDCl;) 5 172.4, 150.2, 149.9, 148.1, 147.2,
1445, 135.4, 1327, 133.6, 1329, 128.7, 128.6, 128.1, 119.0, 116.9,
114.4, 114.0, 111.6, 110.0, 94.1, 70.3, 56.0, 45.1, 17.7. HRMS (ES1/Q-
TOF) m/z calculated for CH G0, (M + H)*: 4811413, found
481.1410.

4.129 Synthess of dervative (9). IUPAC Name: (E)34{2{4.((4-
chlorobenzyilaxy)-3-methoxyphenyl) 7-methoxy-3-methyl- 2,3
dihydrobenzo furan.5.yl)prop-2-en-1.0l

The synthesis method used for derivative (9) was adapted from
methods published by Mochalov et al. [%0] and Ward et al. [31] and
was as follows: The aldehyde (7) (100.0 mg, 0.22 mmal) and ethanol
(2.0 mL) were added to a round bottomed flask, which was left stirming
in an ice bath until the aldehyde solubilised. Then, sodium borohydride
(8.3 mg, 0.22 mmol) was added dropwise over 10 min. After this time,
the reaction was left at room temperature and was followed by TLC
using a solvent mixture of hexanes/ethyl acetate (7.0:3.0 v/v). After
campletion of the reaction, the flask was placed back in an ice bath and
0.5 ml of hydrochloric acid {20% v/v) was added to achieve pH2.0.
The solvent was remaved on a rotary evaporator, the residue was sus
pended in distilled water and extracted with dichloromethane. Then the
organic phase was washed with a saturated sodium chloride sclution
(3 x 400 ml), dried with anhydrous sodium sulfate and the final
product abtained alter eliminating the solvent in a rotary evaporators.

Appearance: Yellow solid. Yield: 70%; "H NMR (300 MHz, CDCY,) §
7.36-728 (m, 4H), 6.98 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 686 (dd, J = 8.26,
1.86 Hz, 1H), 6.82-6.78 (m, 3H), 654 (d, J = 1584 Hz, 1H), 6.27-6.17
(m, IH), 5.11-5.09 (m, 3H), 427 (dd, J = 588, 1.2 Hz, 2H), 187 (s,
3H), 3.85 (s, 3H), 3.45-3.42 (m, 1H), 2.02 (s, 1H), 1.36(d, J = 6.78 Hz,
aH). M'C NMR (75 MHz, CDCLy) 8 1496, 147.8, 147.1, 144.0, 1354,
1334, 1322, 133.2, 1312 1307, 1286, 1285, 1262 1189, 114.0,
1135, 1098, 1096, 935, 70.1, 616, 559, 558 453 17.5. HRMS
(ESI/Q-TOF) m/z calculated for CoHxClOs (M + H)': 467.1620,
found 467.1614,

4.2 Biology

4.21. Microorganisms

Strains of Mycobocrermem abscessus (ATCC 19977), Mycobacterum
Sortyitum (ATCC 6841) and Mycobacterium massiliense (ATCC 48898)
were used in this study. The colonies were isolated in Lowesten. Jensen
solid media (HiMedlia Laboratorses) and then cultured in Middiebrook
7H9 broth medium (Difco Laboratories) coataining 0.2% (v/v) glycerol
and 10% (v/¥) OADC (olede acid-albumin-dextrose-catalase).

4.22 Antimycobacterial susceptibility teses

The minimuem inhibitory concentration (MIC) values were de.
termined by a broth microdilution method, accarding to the standard
protocel M24.A2 [27], The assay was performed on 96-well sterile U-
bottomed microplates containing 100 pl. of Mueller-Hinton broth per
well (MHB-Merck, Darmstadt, Germany). Clarithromycin and sulfa
methaxazole were evaluated ot the following concentrations: clari-
thromycin 0.06-64 pg/ml and sulfamethoxazole 14128 pg/ml., The
Licarin denivatives were evaluated at concentratiors of 1250-9.76 pg/
ml. Initial stock solutions of the compounds were made In dimethy!
sulfoxide (DMSO) (Sigma-Akirich) st 10 mg/ml, from which further
dilutions were made in Mueller-Hinton broth (HiMedia Laboratories
Pt L), Standurdisation of the inoculum density for suscepeibility
testing wis performed according to the McFarland 0.5 seale and the
final inoculum density for this susceptibility test was 5 x 10° CFU/ml,
100 pL. of the compounds was added to the first column of the plate and
a serial dilution was performed, considering a dilution factor of 2, Pl
nally, 100 b of the bacterial inoculum was added. The negative control
used was 100 pl of 2% DMSO solution in 100 pl of Mueller Hinton
broth. One orifice of plate was reserved for positive control or bacterial
viability control, prepared with 100 ul of Mueller Hinton broth and
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100 pl of bacterial inoculum. Reading of the plates was done after
mﬁ:nhx!o‘(lmdd!mhhibmmﬁm
(MIC) was determined using the indicator 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC) (Vetec VR, Rio de Janeiro, Brazil). The formation of red
staining in the orifices was interpreted as bacterial growth, whereas the
non-formation of red staining was considered as inhibition of bacterial
growth. Each test was performed in triplicate [50].

4.2.3. Antibiofilm activity

Licarin A and the synthesised products were tested individually for
their ability to inhibit biofilm formation and to destroy the previously
formed biofilm by a mycobacterial species. For this study, we used a
*quantitative macro-technique”™ to form biofilms, which is a method
that uses the biomass capacity of the biofilms to stain in the presence of
violet crystal. This technique, proposed by Flares et al. [20), was ac
tually adapted from the micro-technique originally propased by Carter
et al. [51]). This adapeation was necessary due to the potential risk of
contamination that microorganisms of the genus Mycobacterium pre-
sent. The production of acrosols by these bacilli becomes a limiting
factor for the tests, since there is an increased risk of contamination of
the equipment, such as microplate readers. Thus, the macro-technique
allows the quantification of the biofilm (tube by tube) in total exhaust
flow, thereby reducing the risk of contamination. In addition, readings
on a coaventional spectrophotometer become safer, since the sample is
wrapped in parafilm® which prevents the volatilisation of the sample,
as well as possible contamination by the analyst.

The activity of the synthesised Licarin A derivatives against plank.
tonic microorganisms was evaluated through susceptibility tests using
the broth microdilution technigue to give us experimental parameters
for the next stage. Considering that in the sessile form the micro
organisms have greater resistance to antimicrobéal agents than in the
planktonic form, we proceeded to antibéofilm activity tests.

For the antibiofilm activity tests, we coasider anly the compounds
with the best values determined during the first stage (the broth mi
crodilution results). We evaluated the activity of the synthesised Licarin
A derivatives in inhibiting mycobacterial biofilms and in destroying
previously formed bacterial biofilms. The inhibition of mycobacterial
biofilms were quantified and represented in graphs as shown above,

4.23.1, Biofilm formation inkibition tese. Licarin A and the synthesised
products were tested for their ability to inhibit bofilm formation, The
concentration of each derivative wsed was equal to or lower than the
previously determined MIC. In 5 ml polystyrene test tubes, | mlL
Middlebrook 7H9 medium containing 1| x 107 CFU/ml of each
bacterial species to be tested and | mL of the diluted derivative to be
evaluated was added. The tubes were covered with Pamfilm* and
Incubated at 30 °C for 7 days. The results of biofilm destruction activity
were quantified and discussed above, however as none of the
compounds destroyed the bacterial biofilm, it was decided there was
no practical purpose on including such graphs into this paper.

4232 Bofim destruction test, In the same test tubes used for the
above assay, 1 sl Middiebrook 7H9 medium containing 1 x 107 CRU/
ml of the bacterial species wan added, and then the tubes were covered
with Parafilm* and incubated at 30 °C for 7 days. After biofilm
formation, | ml. of each studied derivative was added to each tube at
concentrations equal to or greater than the MICs, The test tubes were
again covered with Parafilm® and incubated at 30 °C for a further 24 b,

4233, Quantification of biofilms and statistical anclysis, The biofilm
quantification was performed using 0,1% crystal viclet accarding to the
method published by Flores et al. [20]. The absorbance was measured
using a spectrophotometer to measuce optical density (OD) at 570 nm
(Spectrophotameter UVIB00, Hitachd, Rerkshire, United Kingdom). The
celis which were weakly adhered 1o the formed blofilm were removed
by washing with saline solution and the remaining dried ot room
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temperature for 2 few minutes. Then 2 ml of a Crystal Viclet (0.1%)
solution was added. The tubes were kept at rest for 10 min and then
washed with saline solution to remove remaining planktonic cells and
excess dye. 2 ml of ethanol (95%) was added to each test tube, kept for
15 min, and transferred to disposable cuvettes for reading. The biofilm
formation was determined by the significant difference between the
means of the obtained absorbance for the positive coatrol (culture
medsum and bacterium) and the mean obtained for the negative control
(culture medium). One-way ANOVA followed by Bonferrond's Multiple
Comparison Test was used, considering a statistical difference when
p < 0.05 GraphPad Prizm software version 5.01 was used to perform
the graphs.

4.23 4. Optotoxicity test. The cytotoxic effect of compounds was
assessed by the colorimetric resazurin assay [52]. Briefly, 1 x 107
Vero cells were seeded in a 96-well plate, maintained at 37 "C and 5%
CO;. Following avernight adherence, the cells were incubated for 72hr
with the medium alone or with a two-fold serial dilution of each
compound, covering a mange of 31.25.500 pg/ml. Then, the
supernatants were removed, 200 ul of fresh medium containing 10%
resazurin 1| mM were added to each well and the plates incubated for
6 h. Absorbances were measured in 2 spectrophotometnic microplate
reader at 570 nm and 600 nm and the cell viability was calculated
considering the difference in resazurin reduction between treated and
nontreated cells. The OCyq, which corresponds to the concentration that
reduces cell viability by 50%, was cakulated by nonlinear regression
All experiments were run in triplicate and results are averages from at
least two independent experiments.
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