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Resumo:

A sintese do 4cido ferulico, um dos substratos utilizados como material de partida de
compostos das classes das lignanas e neolignanas, tem se tornado cada dia mais objeto de pesquisa
cientifica em virtude da grande diversidade de atividades farmacoldgicas apresentadas nos tltimos
anos. As principais modificagdes estruturais apresentadas tanto no material de partida quanto nas
neolignanas sdo nitragdes cldssicas, condensacdo de Knoevenagel e acoplamentos oxidativos,
conduzidos em etapas distintas da rota sintética. Esse trabalho consiste no estudo da sintese do
dcido ferdlico preparado a partir de vanilina e comparado ao eugenol isolado de fontes naturais
(cravo-da-india), visando a investigacdo futura de potenciais atividades tripanocida e leishmanicida

apos as duas diferentes propostas de acoplamento oxidativo utilizando HRP e dgua de coco.
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1. Introducao

As lignanas e neolignanas compreendem uma classe de produtos naturais que comumente
apresentam fungdes orgénicas propicias para explorar propriedades farmacoldgicas diversas, sendo
formadas pelo acoplamento de duas unidades fenilpropanoides (como no caso do eugenol, dlcool
coniferilico, isoeugenol, etc.) (SOUZA, 2012). O interesse nesses compostos tornou-se mais
acentuado em 1999, quando foram relatados estudos com plantas medicinais do género Aristolochia
(familia Aristolochiae) e, a partir do extrato hexanico de A. pubescens, algumas neolignanas foram

isoladas (NASCIMENTO, 1999), entre elas a (-)-licarina A (1), mostrada na figura 1.
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Figura 1. Estrutura da (-)-licarina A.

Em virtude da grande diversidade de atividades biolégicas que muitas lignanas e
neolignanas tém apresentado, esta classe de compostos tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores nos ultimos anos, principalmente com relagcdo a sintese destes compostos. Entre as
atividades bioldgicas relatadas na literatura, destacam-se antitumoral, inseticida, antimicrobiana,
anti-inflamatdria, contra maldria, doenca de Chagas, entre outras (SILVA FILHO, 2008) (SOUZA,
2005) (CHAURET, 1996).

A (*)-licarina A (1a) pode ser sintetizada empregando o método descrito por Chioccara et
al. (CHIOCCARA, 1993), que corresponde ao acoplamento oxidativo do isoeugenol. O composto
racémico obtido pode, entdo, ser submetido a uma resolugdo enantiomérica através de HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) quiral (PEREIRA, 2011). Recentemente, estudos iniciais
envolvendo a avaliacdo bioldgica de 1a e dos respectivos enantidmeros separados foram relatados e
mostraram-se promissores. A avaliacdo da atividade bioldgica foi realizada frente as formas
tripomastigotas de 7. cruzi e a (-)-licarina A (1) apresentou potente atividade tripanocida

(PEREIRA, 2011).



Pesquisas mais recentes descreveram os resultados obtidos a partir de compostos isolados da
espécie Aristolochia brevipes, endémica da América Central e do Norte, como potenciais
candidatos para o tratamento de tuberculose (GOMEZ-CANSINO, 2017). Além disso, devido 2 alta
mortalidade e invalidez causadas por animais peconhentos em ambientes rurais, estudos t€ém sido
conduzidos para avaliar a atividade de neolignanas como antagonistas do efeito neurotrépico de
venenos comumente produzidos e inoculados por aracnideos e répteis peconhentos (ZAMILPA,
2014).

Diante dos resultados preliminares descritos na literatura, estudos de relacdo estrutura-
atividade (SAR) foram realizados e indicaram a importancia de desenvolver novos compostos
andlogos da (-)-licarina A (1) para serem investigados.

O é4cido fertlico é um composto que foi inicialmente extraido da espécie Ferula foetida para
investigacdo de sua estrutura como molécula-alvo ou substrato para a sintetizacdo de compostos
dotados de atividade bioldgica. Sua funcdo de conferir rigidez a parede celular e de ser utilizado
como material de partida para a sintese de curcuminas e dlcoois coniferilicos € proveniente de
ligacdes covalentes conjugadas realizadas com polissacarideos, glicoproteinas, poliaminas, entre
outros (KUMAR, 2014). O 4cido ferdlico também tem sido objeto de estudo para fins de inibicao
de neurotoxinas e controle de expressdo genética (BOUTIGNY, 2009) (NARASINHAM, 2015).

O acoplamento oxidativo do acido ferulico previamente sintetizado pode dar origem a um
andlogo do produto natural licarina A, com grande interesse para a investigacdo de suas atividades
bioldgicas. As peroxidases sdo enzimas oxirredutases que catalisam o acoplamento oxidativo de
compostos fendlicos utilizando peroxido de hidrogénio como agente oxidante (CHIOCCARA,
1993). A propriedade caracteristica das reagdes enzimaticas € que a reagdo ocorre no sitio ativo da
enzima. A molécula que se liga ao sitio ativo e sobre a qual a enzima age é denominada substrato.
A superficie do sitio ativo € delimitada por residuos de aminodcidos com grupos nas cadeias
laterais que possibilitam interagdes com o substrato e catalisam a sua transformacdo quimica

(NELO, 2016).

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral



O objetivo geral deste trabalho € a sintese do acido ferulico e derivados, bem como a
extragdo de eugenol de fontes naturais, para posterior utilizacdo em reacdes de acoplamento
oxidativo, visando a obtencdo de andlogos da licarina A (la) para a investigacdo da atividade
bioldgica.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar e realizar a sintese do 4cido ferulico via Reacdo de Knoevenagel;

e Realizar reacdes de nitragcdo e posterior obtencao de um derivado do 4cido ferdlico;

e Extrair o 6leo essencial eugenol a partir do cravo-da-india e realizar a isomerizacdao do
eugenol para a obtencdo do isoeugenol;

e Iniciar o desenvolvimento de uma metodologia para reacdes de acoplamento oxidativo
empregando dgua de coco como fonte natural da enzima HRP (horseradish peroxidase);

e Realizar a caracterizacio dos compostos obtidos por RMN de 'H e °C.

3. Metodologia

A proposta do trabalho foi sintetizar o dcido ferulico (4) e o derivado acido nitroferdlico
(4a) para, em seguida, investigar rea¢des de acoplamento oxidativo empregando estes compostos.
Além disso, a obten¢@o do isoeugenol despertou nosso interesse para a sintese do produto natural
(%) licarina A (1a) também via acoplamento oxidativo. De acordo com o Esquema 1, é possivel
sintetizar o 4cido ferdlico via reacdo de Knoevenagel, utilizando o reagente comercial vanilina (2) e

o acido maldnico (3) (ZHAO, 2009).

H,CO CHO H,CO X COOH
3 COOH CeHeN 3
+ < Anilina >
HO COOH HO
Vanilina (2) (3) (4)

Esquema 1. Reacdo de Knoevenagel

A vanilina (2) poderia ser submetida a uma reac@o de nitracdo seguida da condensagdo de

Knoevenagel para originar o derivado dcido nitrofertlico (4a), conforme mostrado no Esquema 2.
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NO,
Vanilina (2) (2a)
H3;CO CHO H,CO ~._COOH
<c00|-| CeHaN 3
Anilina
HO COOH Tolueno HO
NO, NO,
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Esquema 2. Sintese do 4cido nitrofertlico (4a)

Além dos compostos 4 e 4a, para serem submetidos aos estudos de acoplamento oxidativo,
a obtencdo do isoeugenol (5a) foi proposta a partir da extracdo do 6leo essencial do cravo-da-india,

o eugenol (8), seguida de uma reacao de isomerizacao (Esquema 3).

H,CO = H,CO N
KOH
D/\/ MO D/\/
HO HO

(5) Eugenol (5a) Isoeugenol

Esquema 3. [somerizacdo do eugenol.

Uma vez obtidos os compostos 4, 4a e 5a, as reagdes de acoplamento oxidativo seriam
investigadas, buscando desenvolver uma nova metodologia para este tipo de reagdo. Através da
reacdo de acoplamento oxidativo promovido pela enzima peroxidase de raiz forte (HRP,
horseradish peroxidase) e dgua oxigenada, o isoeugenol (5a) poderia ser convertido diretamente ao
composto de interesse (+)-licarina A (1la) em sua forma racémica. O acoplamento oxidativo do
acido ferdlico (4) poderia dar origem ao andlogo 1b (Esquema 4). O 4cido nitroferilico (4a)
poderia dar origem aos produtos de acoplamento oxidativo cruzados com presenga do grupo nitro
nas moléculas. Como alternativa para a reacdo de acoplamento oxidativo, voltada aos principios da

Quimica Verde, seria utilizada uma fonte natural da enzima HRP, a 4gua de coco.



MeOH; Tampéo citrato-fosfato pH 3
HRP, H202
H,CO xR H,CO
"o e
Agua de coco
(5a) R= Me

(4) R= COOH

Esquema 4. Acoplamento oxidativo

4. Parte Experimental

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizados em
equipamentos da Universidade Federal do ABC e também da Universidade de Sao Paulo (Campus
Ribeirdo Preto). Os espectros de RMN de '"H foram obtidos a 500 MHz (VARIAN-500; Bruker
DRX-500) ou 400 MHz (Bruker DRX-400). Os espectros de RMN de BC foram obtidos a 125
MHz (VARIAN-500; Bruker DRX-500) ou 100 MHz (Bruker DRX-400). Os deslocamentos
quimicos (8) estdo relatados em parte por milhdo (ppm) em relagdo ao tetrametilsilano (TMS),
utilizado como padrdo interno, colocando—se entre parénteses a multiplicidade (s = singleto, sl =
singleto largo, d = dubleto, t = tripleto, q = quadrupleto, m = multipleto), a constante de
acoplamento (J) em Hertz (Hz) e o nimero de hidrogénios deduzidos da integral relativa.

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando-se placas de silica
gel da Sigma-Aldrich® e as purificacdes por cromatografia em coluna foram realizadas utilizando
silica gel 60 (0,063-0,200) da Merck®.

Para concentrar as solucdes organicas foram utilizados rotaevaporadores do tipo Biichi e

bombas a vicuo para operar sob variadas pressoes reduzidas.

4.1 Preparacao do acido ferulico (4):

H5;CO CHO COOH . H5CO X COOH
+ < Anilina >
HO COOH Tolueno HO

Vanilina (2) (3) (4)



Em um balao de 50 mL, misturou-se a vanilina (2) (5,000 g; 32,65 mmoles) e 4cido
maldnico (3) (3,684 g; 35,40 mmoles). Paralelamente, preparou-se uma solugdo de tolueno (7,5
mL), anilina (350 uL) e piridina (4,1 mL). A solucdo foi entdo transferida para o baldo onde 2 e 3
se encontravam e este foi entdo mantido sob refluxo e agitacdo por 2 horas. Em seguida, apds
resfriamento, adicionou-se solucdo de carbonato de sédio 19% (22,0 mL). Algumas gotas de HCl (4
M) foram adicionadas para que a precipitacdo de 4 ocorresse, além da adi¢do de uma quantidade
minima de acetato de etila para solubilizar o produto. As fases foram separadas em um funil de
separacdo e a fase organica foi coletada e secada com sulfato de magnésio anidro. Em seguida, a
mesma foi filtrada para separacdo do agente secante e o solvente organico foi eliminado sob pressio

reduzida em um rotavaporador, fornecendo um sélido amarelado como produto bruto.

Rendimento de 4: 4,0564 g; 20,89 mmoles (64 %).

"H-RMN (CDCl3, 400 MHz) 5: 7,71 (d, 1H, J = 16 Hz); 7,11 (dd, 1H, J = 1,9 Hz, J = 8,1 Hz); 7,06 (d,
1H, J = 1,9 Hz); 6,94 (d, 1H, J = 8,1 Hz); 6,30 (d, 1H, J = 16 Hz); 3,95 (s, 3H).

»C-RMN (CDCl3, 100 MHz) &: 53,2 (CH3); 108,6 (CH); 112,4 (CH); 113,1 (CH); 120,7 (CH); 124.0
(C); 143,6 (CH); 145,3 (C); 145.,6 (C); 168,0 (C).

4.2 Preparacao da nitrovanilina (2a):

H,CO CHO H,CO CHO
—_—
HO HOAc HO

Vanilina (2) (2a)

Em um baldo de 50 mL, a temperatura ambiente, solubilizou-se vanilina (2) (2,001 g; 13,16
mmoles) em 4cido acético (20 mL). Em seguida, adicionou-se 4cido nitrico 65% (1,05 eq.; 13,82
mmoles; 1,24 mL) e a mistura foi colocada sob agitagdo por 30 minutos. A mistura foi entdo vertida
em um béquer de 50 mL contendo gelo triturado. Notou-se a formag¢do de um precipitado amarelo
que foi filtrado, obtendo-se um so6lido amorfo amarelado. O produto final foi colocado em um

dessecador por dois dias e entdo submetido 2s andlises de RMN de 'He "°C.
Rendimento de 2a: 1,8891 g; 9,583 mmoles (73%).

"H-RMN (CDCl3, 500 MHz) &: 3,96 (s, 3H); 7,58 (d, 1H, J= 1,77 Hz); 8,17 (d, 1H, J= 1,77 Hz);
9,83 (s, OH); 11,2 (s, 1H).



BC-RMN (CDCl, 125 MHz) 6 : 56,9 (CHs); 113,5 (CH); 121,4 (CH); 127,9 (C); 133,5
(C); 151,1 (C); 151,2 (C); 188,9 (CH).

4.3 Preparacao do acido nitroferilico (4a):

H5;CO CHO COOH . H5;CO X ~COOH
+ < ~Aniina >
HO COOCH Tolueno HO

No2 N02
(2a) 3) (4a)

Em um baldo de 50 mL, misturou-se nitrovanilina (2a) (1,295 g; 6,57 mmoles) e écido
maldnico (3) (0,737 g; 7,08 mmoles). Paralelamente, preparou-se uma soluc¢do de tolueno (1,5 mL),
anilina (0,5 mL) e piridina (0,8 mL). A solucdo foi entdo transferida para o baldo onde 2a e 3 se
encontravam e este foi entdo mantido sob refluxo e agitacdo por 2 horas. Em seguida, algumas
gotas de HCl (4 M) foram adicionadas para que a precipitagdo de 4a ocorresse, além da adi¢do de
uma quantidade minima de acetato de etila para solubilizar o produto. As fases foram separadas em
um funil de separacdo e a fase orgénica foi coletada e secada com sulfato de magnésio anidro. Em
seguida, a mesma foi filtrada para separacdo do agente secante e o solvente organico foi eliminado
sob pressdo reduzida no rotavaporador, fornecendo um sélido branco. Realizou-se um teste de CCD

com acetato de etila e n-hexano (1:1). O produto final foi submetido as analises de RMN de 'H.
Rendimento de 4a: 35%

"H-RMN (MeOD, 400 MHz) : 7,78 (d, 1H, J = 2,0 Hz); 7,62 (d, 1H, J = 16,0 Hz); 7,50 (d, 1H, J
=2,0 Hz); 6,50 (d, 1H, J = 16,0 Hz); 3,95 (s, 3H).

4.4 Obtencao do eugenol (5) a partir de extraciao do cravo-da-india:

C., 3 | ) o
% - (5) Eugenol

Um sistema de extragdo do tipo soxhlet, balao de 500 mL e manta de aquecimento foi

montado, verticalmente orientado. O interior do soxhlet € entdo preparado com uma camada de
papel de filtro, de modo a alocar a quantidade usada de cravo-da-india (41,256 g). O solvente n-

hexano (200 mL) foi colocado no baldo, e o sistema é colocado em refluxo por 6 horas. Apds o
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término, o solvente foi eliminado sob pressdo reduzida, fornecendo um 6leo amarelado. Esse 6leo,
ainda impuro, foi submetido a um processo de purificacdo:

I. Agitacdo com bicarbonato de sodio (2 x 50 mL) para retirar 4cidos fortes da fase orgénica,
com auxilio de um funil de separacdo. A fase aquosa foi descartada;

II. Tratou-se, entdo, a fase orgdnica com hidréxido de sédio 5% para transferir o eugenol
para a fase aquosa, que foi separada. Descartou-se a fase organica;

III. Adicionamos 50g de gelo triturado a fase aquosa, seguido de HCI concentrado (até
alcancar pH = 2). Nessa etapa, o composto 5 foi transferido para a fase organica, e a fase aquosa
pode se descartada;

IV. Na etapa final, adicionou-se acetato de etila, que confere polaridade a solu¢do. Em
seguida, o solvente organico foi removido em rotavaporador e o produto 5 foi coletado e
armazenado em ambiente de refrigeracdo. O teste de CDD foi realizado com os eluentes n-hexano e
acetato de etila (7:3), evidenciando a presenca de um unico produto, o qual teve sua estrutura
confirmada como sendo o eugenol (5) através de RMN de 'H.

O eugenol foi obtido com rendimento aproximado de 55% e teve sua estrutura quimica
elucidada através de RMN de 'H.

"H-RMN (CDCI3, 400 MHz) &: 3,30 (d, 2H, J = 6,6 Hz); 3,85 (s, 3H); 5,04 (dq, 1H, J = 1,8 Hz, J
=10,1 Hz); 5,07 (dq, 1H, J=1,8 Hz, J = 16,7 Hz); 5,94 (ddt, 1H, J = 6,6 Hz, J = 10,1 Hz, J = 16,7
Hz); 6,67 (m, 2H); 6,84 (d, 1H, J = 8,6 Hz).

C-RMN (CDCI3, 100 MHz) §: 39,8 (CH2); 55,7 (CH3); 111,0 (CH); 114,2 (CH); 115,4 (CH2);
121,0 (CH); 131,8 (C); 137,7 (CH); 143,8 (C); 146,4 (C).

4.5 Preparacio das solugoes-tampao e da enzima HRP:

4.5.1 Preparacao da solucao-tampao citrato-fosfato:

Preparou-se, em um primeiro momento desta etapa, 500 mL de uma solucio 0,1 M de 4cido
fosforico e 500 mL de uma solugdo 0,1 M de citrato de sédio para controle de pH e avaliacdo da
razdo base conjugada/acido. Apds encontrar a razdo de 2:5 (citrato de sédio/dcido fosforico) por
meio da realizacdo de testes em tubo falcon, adicionou-se 140 mL da solucdo de citrato de sddio a
350 mL da solucgao de acido fosférico a fim de atingir um pH de aproximadamente 2,98.

4.5.2 Preparacio da solucao-tampao fosfato:
Sendo pH igual a aproximadamente 6,0 a condi¢do ideal para conduzir a proxima etapa de

estudos (preparacdo da HRP para uso no acoplamento oxidativo), preparou-se duas solugdes: a
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primeira (Na,HPO4 1 M) foi preparada para volume de 30 mL a partir de 10,74 g de
hidrogenofosfato de sddio, enquanto a segunda (NaH,POj) foi preparada para volume de 180 mL a
partir de 24,84 g de diidrogenofosfato de sédio.

4.5.3 Preparacao da enzima HRP para uso no acoplamento oxidativo:

A enzima peroxidase de raiz forte (19 mg) foi dissolvida em metanol (23,8 mL) e o pH
controlado com a solugdo-tampao de fosfato (23,8 mL, pH = 6,0) em um balao de fundo chato com
saida lateral de 250 mL. A reacdo foi conduzida sob agitagcdo magnética branda e atmosfera de N,
por 20 horas, que é fornecida a solu¢do por meio de um sistema vertical fechado incluindo uma
védlvula de vidro para encaixar a mangueira com N, pressurizado. O conteddo, apds o processo de
digestdo da enzima, foi colocado em dois tubos falcon, centrifugado e separado para a etapa
subsequente.

4.6  Reacoes de acoplamento oxidativo:

As reacOes de acoplamento oxidativo simples foram conduzidas em dois erlenmeyers
diferentes sob agitacdo magnética constante por 2 horas. Em cada um deles, foi adicionado 0,576 g
(2,97 mmol) de 4cido ferdlico, 15,0 mL de metanol, 135 mL de solucao-tampao citrato-fosfato 0,02
M e 172 pL de peréxido de hidrogénio 30%.

ApOs distinguir cada um dos sistemas, foi adicionado 2,85 mL de HRP a um deles e 10,0
mL de dgua de coco natural ao outro. Como a avaliacdo da eficacia da d4gua de coco natural como
fonte de peroxidase era um dos objetivos desta etapa, a estequiometria ndo foi levada em

consideragao.

5. Resultados e discussoes

A primeira etapa foi a preparacdo do dcido fertlico (4) a partir da vanilina (2), que foi
solubilizada em uma solu¢do de tolueno, anilina e piridina. Em seguida, adicionou-se o acido
malonico (3), em um processo conhecido como condensa¢do de Knoevenagel. A mistura foi
mantida sob agitacdo e refluxo por duas horas e entdo vertida em um recipiente com gelo.

A condensacdo de Knoevenagel consiste em uma condensacdo aldélica modificada, é uma
adicao nucleofilica de um carbanion a um grupo carbonila (aldeido ou cetona), seguida de uma
desidratac@o. No caso de se utilizar o d&cido maldnico, ocorre uma descarboxilacdo (- CO,) em etapa

subsequente (PION, 2012). O mecanismo desta reacao estd mostrado no Esquema 5.
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Esquema 5. Mecanismo da reacdo de Knoevenagel (Fonte: NELO, 2016)

O produto foi entdo mantido em local com refrigeracio por uma semana para entdo ser
filtrado e recristalizado com etanol, e o rendimento foi de 64%. A estrutura do produto 4 esperado
foi caracterizada por RMN de 'H e C. Os hidrogénios 1 e 2 (especificados na estrutura),
caracteristicos da dupla ligacdo do composto 4, apareceram como dubletos em deslocamentos

quimicos distintos (HI em 7,70 ppm e H2 em 6,30 ppm, apresentando constantes de acoplamento, J

trans, no valor de 15,8 Hz).

1
H;CO Xx_-COOH
D/\Z/
HO
(4)
2 2 3
8 g% g 3
5 8 28 ER W%
g E ga | &
g s 2%%g TH |
| E -
| |
i | _'_ll[ i ; y
_ﬂH,a\l1»_/| ________ _A.—‘jl 'L_L_ﬁ._,_,J,'m‘dl WAl P A IlL_
1.11 147 108 1.08 109
L ' [ [l | y
78 1796 78 74 ' 7a 72 @ 7a  de ' 8s &F 88 | B8s 8& &3

Chemical St (ppm)
Figura 2. Regido selecionada do espectro de RMN de 'H do 4cido ferilico (4)

Em seguida, foi realizada a reacdo de nitracio da vanilina (2). O composto 2 foi solubilizado

em 4acido acético e, entdo, adicionou-se uma solug@o de dcido nitrico 65% (Esquema 2). Apos o

periodo de 30 minutos, a mistura de coloragdo amarela foi vertida em um frasco contendo gelo e

observou-se a precipitacdo de um s6lido amarelo, o qual foi elucidado através de experimento de
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ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 1H) e de carbono (RMN de 13C) como sendo
o produto desejado, a nitrovanilina (2a).

Como previsto e caracterizado posteriormente por RMN, o grupo nitro foi orientado para a
posi¢cdo meta com relacdo a funcdo organica aldeido e orto ao grupo hidroxila, j& que a carbonila
(meta dirigente) e o grupo hidroxila (orto-para dirigente) favoreceram essa posicdo,
preferencialmente. O rendimento obtido apds a secagem do produto em dessecador foi de 73%.

De modo andlogo ao descrito para a sintese do dcido ferulico, a sintese do dacido
nitrofertlico (4a) foi realizada empregando o produto da reacdo de nitracdo da vanilina, conforme
mostrado no esquema 2. A mistura de tolueno, anilina, piridina e nitrovanilina (2a) foi preparada,
seguida da adi¢do do 4cido malonico. Novamente, a condensagdo de Knoevenagel foi utilizada para
areacgao.

A mistura reacional foi mantida sob agitacdo e refluxo por 2 horas e seu progresso foi
acompanhado através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), empregando como eluente a
mistura de n-hexano e acetato de etila na propor¢do 7:3, respectivamente. Algumas gotas de
trietilamina foram adicionadas ao eluente para conferir alcalinidade, ja que a silica tem cardter
acido. Apds a etapa de CCD, observou-se a formacao de um sélido branco, mostrado na CCD com
diferente Rf, o qual foi recristalizado com etanol e obtido com 39% de rendimento. Apds ser
enviado para RMN de IH, o solido branco foi identificado como o 4cido nitroferdlico (4a). A
preparacao deste derivado do 4cido ferdlico foi proposta devido ao grande interesse na realizacdo
posterior de estudos de acoplamento oxidativo cruzado, ou seja, o acoplamento entre o 4cido
ferdlico (4) e o 4cido nitroferdlico (4a), possibilitando a formacdo de andlogos da licarina contendo
0 grupo nitro.

Além dos compostos 4 e 4a para serem submetidos aos testes de acoplamento oxidativo,
tentou-se preparar o isoeugenol (5a). Inicialmente, o eugenol (§) foi extraido com o auxilio de
soxhlet a partir do cravo-da-india comercialmente disponivel, aplicou-se um processo de extracdo e
separacdo em etapas com os solventes hexano e acetato de etila. Apos o teste de CCD, observou-se
que apenas um produto foi formado. O produto 5 teve sua estrutura confirmada através da
elucidacdo estrutural do espectro de RMN de 'H. A reacdo de isomeriza¢do com hidréxido de
potassio ndo foi conclusiva, pois o espectro de RMN mostrou a presenca de subprodutos,

provavelmente provenientes de degradagdo do isoeugenol.
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Uma vez obtido o 4cido ferilico (4), este foi empregado na reacdo de acoplamento oxidativo
(Esquema 4), que utiliza enzimas fonte de peroxidase para catalisar a formacdo de lignanas via
acoplamento de duas unidades fenilpropanoides. As peroxidases t€ém aplicacdes em diversos
campos, como em sintese quimica, na andlise de alimentos e em aplicacdes ambientais. Com
relagcdo a aplicacdo ambiental, podem citar a desintoxicacdo e remogao de diversos poluentes
organicos fendlicos, aminas aromdticas e corantes de dgua residuais. Essas enzimas catalisam o
acoplamento oxidativo de compostos fendlicos utilizando peréxido de hidrogénio (H,O;) como
agente oxidante e convertendo os fendis em radicais fendxidos por abstracdo de elétrons

(CHIOCCARA, 1993).

R R T
|
N \ IS iy
HRP T |
S e (\ - = -
] H;0, | 2 ) |
MeO MeO/\/,:' MeO MeO”
OH O 0 O
Ry Ry
X X

{4 ) Ry = CHj (isoeugenol)
{5a)R,= COOH (acido ferdlico) MeO

Esquema 6. Mecanismo radicalar da reacdo de acoplamento oxidativo (Adaptado de: NELO, 2016)

Foram realizadas duas reagdes com o objetivo de comparar a eficicia dos métodos empregados: a
primeira foi realizada com a enzima HRP comercial; a segunda foi conduzida empregando dgua de
coco natural como fonte da enzima HRP. Ambas rea¢des ndo forneceram resultados conclusivos,
pois os espectros de RMN de 'H dos produtos obtidos apresentaram-se complexos para a

interpretacdo, com a presenga de subprodutos nao identificados.
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A continuidade deste trabalho resultou em uma dissertacdo de mestrado do grupo de

pesquisa (NELO, 2016).

6. Conclusoes

O desenvolvimento do trabalho forneceu resultados satisfatorios para as reagdes realizadas
inicialmente, como, por exemplo, a reacdo de nitracdo e a preparacdo dos dcidos fertlico e nitro-
ferdlico, mesmo sem conduzir ensaios que comprovem atividade farmacolédgica por conta do tempo
de desenvolvimento do projeto. Os compostos obtidos foram devidamente caracterizados,
permitindo o aprendizado da técnica de RMN.

As reacdes de acoplamento oxidativo foram relevantes para uma abordagem de sintese mais
voltada a quimica verde, levando também em consideragdo a disponibilidade e custo da HRP e da

agua de coco como fonte de peroxidase. No entanto, os resultados iniciais ndo foram conclusivos.
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8. Anexo

- Espectro de RMN de 'H e "*C do 4cido ferdlico:
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Espectro de RMN de 'H - Expansao da regiao aromatica:
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oH (ppm) Atribuicao Multiplicidade Constantes de acoplamento (Hz)
7,71 Hg d J&g =16 Hz
7,11 H6 dd J6’2: 1,9 HZ;J6,5:8,1 Hz
7,06 H2 d J2y6 = 1,9 Hz
6,94 H5 d J5’6 = 8,1 Hz
6,30 H9 d Jg)g =16 Hz
3,95 H; S -
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Espectro de RMN de 13C{lH}:
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