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RESUMO

O presente trabalho descreve a utilizagdo do Liquido da Casca da
Castanha de Caju (LCC), fonte abundante de lipidios fendlicos néao-
isoprendides encontrada no Pais, como matéria-prima para a obtencdo de
substancias com aplica¢des sintéticas e bioldgicas em potencial.

Os processos de extracdo, separacdo e caracterizacdo dos lipidios
fendlicos do LCC foram conseguidos por meio de procedimentos de dominio no
nosso grupo de pesquisa. Foram realizadas modificagcdes quimicas moderadas
(e.g. hidrogenagdo, acetilacdo, metilagdo) nos grupos funcionais dos acidos
anacérdicos e cardanodis. Adicionalmente, foram realizadas algumas
modificacdes de maior complexidade visando a preparacdo de derivados 4-
hidroxicumarinicos. As matérias-primas, o0s intermediarios e derivados
envolvidos neste estudo foram purificados por cromatografia em coluna ou
recristalizacdo e, caracterizados por métodos espectroscopicos de 1V, RMN *H
e RMN *C.

Paralelamente, as substancias foram submetidas a testes biologicos. No
ensaio utilizando Artemia salina apenas o &cido tetrahidroanacardico (DLsg
0,252 ppm) apresentou atividade. As demais substancias derivadas do LCC
ndo foram avaliadas no teste de Artemia salina devido a insolubilidade nas
condicbes do ensaio. O ensaio da reducédo do complexo de fosfomolibdénio foi
realizado de acordo com uma modificacdo do método de Prieto. Para validagédo
e constru¢cdo da curva-padrdo, &cido salicilico, butilidroxitolueno (BHT) e
quercetina foram usados como padrdes. Dentre as substancias testadas, 1-(2-
hidroxi-4-pentadecil acetofenona (46), 2-hidroxi-6-pentadecil-benzoato de
metila (48), &acido 2-acetiloxi-6-pentadecil-benzdico (49) e o acetato de 3-
pentadecilfenol (32) apresentaram um perfil antioxidante semelhante ao do
BHT. No teste para verificar a atividade fotoprotetora a substancia 48
apresentou melhor resultado na regido do UVB. No ensaio de inibicdo de
crescimento celular ex-vivo usando células OSCC, a substancia 46, a 49 e a 32
apresentaram atividade. Ja no ensaio com células MCF-7 o cardanol saturado,
2-metoxi-6-pentadecil benzoato de metila e LCC técnico apresentaram maior

atividade.
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ABSTRACT

The present work describes the utilization of Cashew Nut-Shell Liquid
(CNSL), abundant source of phenolic non-isoprenoids lipids from our country,
as raw material for preparation of compounds with synthetic applications as well
as biological useful.

The extraction, separation and characterization of CNSL phenolic non-
isoprenoids lipids were done by procedures well-known in our research group.
Moderates modifications (e.g. hydrogenation, acetylation, metylation) were
accomplished on functional groups of anacardic acids and cardanols.
Additionally, were done more complex modifications aiming the preparation of
4-hydroxycoumarin derivatives. The natural lipids, all intermediates and
derivatives involved at this study were purified by chromatographic column or
recrystalization, and characterization by spectrometric methods (IR, *H and **C
NMR).

Simultaneously, all substances were submitted to biological assays. By
Artemia salina assay only saturated anacardic acid shown activity (DLsp 0,252
ppm). The other CNSL derivatives were not evaluated Artemia salina test
because they were not soluble on the assay conditions. The reduction
phosphomolybdenum complex assay was done by a modification on Prieto’s
method. For validation and construction of standard curve, salicylic acid, BHT
and quercetin were used as standard. Among all assayed compounds, 1-(2-
hydroxi-4-pentadecyl) acetophenone (46), methyl 2-hydroxi-6-
pentadecylbenzoate (48), 2-(acetyloxy)-6-pentadecylbenzoic acid (49) and
anacardyl acetate (32) exhibited antioxidant property similar to BHT. In relation
to the fotoproctetion activity the methyl ester of anacardic acid exhibited best
result on UVB region. By ex vivo cellular inhibition assay using OSCC, the
compounds 46, 49 and 32 showed activity. On the other hand, the assay with
MCF-7 cells the 3-pentadecylphenol, methyl 2-hydroxi-6-pentadecylbenzoate
and CNSL exhibited better activity.

Keywords: phenolic lipids, CNSL, chemical modifications, 4-hydroxi-

coumarin, and biological/pharmacological assays.



Introducao



1. Introducao

1.1. Compostos fendélicos com uso consagrado na Medi cina.

Os fendis e seus derivados sdo amplamente encontrados em organismos
marinhos e em plantas, em adicdo a sua origem petroquimica (MARIANO, 2001;
PRADO, 2005; SILVA, V. M. D., 2007). O fenol (1) (FIGURA 1), o membro
representativo mais simples da classe dos compostos fendlicos, foi introduzido
por Lister, em 1867, como um anestésico cirurgico, primeiramente, concentrado,
gue se mostrou toxica para a pele. Subseqientemente, o fenol foi empregado na
forma diluida como antisséptico (ABRAHAM, 2003).

Outra utilidade do fenol (1) esta relacionada ao rejuvenescimento da pele
por peeling quimico, preparado por meio da formula de Baker-Gordon. Em altas
concentracbes na corrente sanguinea pode ter efeito tdéxico no miocardio,
desencadeando a taquicardia, contragcoes ventriculares prematuras, dissociacao
eletromecanica, fibrilag&o atrial e ventricular (VELASCO, 2004).

Registros cientificos apontam que o potencial antimicrobiano do fenol (1)
aumenta com o incremento de grupos alquila no sistema aromatico, sugerindo
que a lipofilia é uma propriedade fisica importante para a acdo dessas
substancias. O aumento da atividade bactericida € potencializado por
halogenacdo. Substituintes na posi¢ao para sao mais efetivos do que na posicao
orto (ABRAHAM, 2003).

OH OH

1 2
FIGURA 1. Fendis simples: fenol (1) e 3-propilfenol (2).

Na natureza podemos encontrar diversos fendis com cadeia lateral, a
exemplo do 3-propilfenol (2) (FIGURA 1), identificado como um dos componentes

da urina de bufalos e bovino. Essa substancia tem sido utilizada como um atrativo



para a mosca Tsé-tsé (Glossina palpalis.) em funcdo do seu odor (UJVARY,
2003).

Os fenois podem ser utilizados para a obtencao de diversos compostos de
interesse para a industria quimica e farmacéutica. Os derivados fendlicos com
substituintes na posicdo orto, a exemplo de o-hidroxiacidos, sao intermediarios
sintéticos importantes na preparacdo de muitos heterociclos e compostos de
origem natural.

Diversos agentes terapéuticos e biolégicos sdo o-hidroxiacidos, derivados
imediatos desses, ou ainda, tiveram o-hidroacidos como precursores em alguns
dos processos de sintese. Um dos primeiros aliviadores da dor foi o acido
salicilico (3) (FIGURA 2), isolado pela primeira vez da casca do salgueiro (Salix
alba) e industrialmente, preparado pela carboxilacdo direta do fenol pelo método
de Kolbe-Schmitt. O acido salicilico (3), além de suas propriedades analgésicas e
antipiréticas, provoca irritacdo nas mucosas, por isso, foram efetuadas
modificacdes em sua estrutura com o objetivo de minimizar o efeito indesejavel,
mantendo, as suas propriedades favoraveis a saude. A primeira modificagdo
aconteceu com a simples neutralizacdo do grupo acido levando a preparacdo do
salicilato de sodio (4). Depois vieram o salicilato de fenila (5) (salol), a salicilamida
(6), o acido acetil salicilico (7) (AAS) e o &cido p-aminosalicilico (8) (PAS)
(FIGURA 2).

O 4&cido acetilsalicilico (7) (FIGURA 2), conhecido como aspirina, foi
introduzido na industria terapéutica em 1899 e ainda hoje é o protétipo dos
analgésicos antipiréticos e o farmaco de uso mais difundido no controle da dor e
da febre, isoladamente, ou associado a outros farmacos. O PAS é um agente com
atividade antibacteriana usado em associacdo com a estreptomicina e isoniazida
no tratamento da tuberculose (MADSEN, 1911; CRAVEN, 1950; FELDMAN, 1950;
CERVINI, 1951; LITTER, 1951).
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FIGURA 2. Acido salicilico (3) e derivados.

1.2. Lipidios Fendlicos ndo-Isoprendides.

Lipidios fendlicos néo-isoprendides constituem uma classe especial de
fendis, contendo uma cadeia alquilica lateral que tem sua origem biossintética na
rota dos policetideos aromaticos. A subunidade aromatica dos lipidios fenélicos é
formada a partir de uma molécula de Acetil-CoA e trés moléculas de malonil-CoA.
O NADPH atua na reducdo do grupo carbonila para alcool que posteriormente,
sofre desidratagdo. Uma nova molécula de malonil-CoA € incorporada e uma
reacao aldolica intramolecular ocorre com subsequiente perda de agua. A rota
biossintética € finalizada por enolizacdo, seguida de hidrolise (ESQUEMA 1)
(DEWICK, 2002). A rota biossintética do &cido 6-metilsalicilico (14) (ESQUEMA
1), encontrado na bactéria Mycobacterium phlei em 1966 (HUDSON, 1970),
envolve a enzima acido 6-metilsalicilico sintase. Para aumentar a cadeia lateral,
responsavel pela natureza lipidica dessa classe de compostos, € necessario um

maior nimero de unidades malonil-CoA no inicio da biossintese.
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ESQUEMA 1. Rota biossintética dos lipidios nao-isoprendides.

Lipidios fendlicos ndo-isoprendides sdo encontrados em varias espécies de
plantas. A primeira espécie na qual foram encontrados esses lipidios foi a Ginkgo
biloba, que possui em suas folhas consideravel quantidade de acido ginkgdlico
(andlogo ao acido anacérdico 15 g, i, j, n e 0), cardanol (16 i) e cardol (17 i)
(FIGURA 3) (BEEK, 2001). Acido anacardico (15 e, f, g, h e i), cardanol (16 e e g)
e cardol, (17 e e g) (FIGURA 3) também foram encontrados em algas marrons

Caulocystis cephalornithos (NARKOWICZ, 2006).

OH OH OH
CO,H
R R HO R
15 16 17
aC-1R=CH i C-15:0 R = GsH3y
b C-5:0 R = GHyy j C-15:1 R = (CH)7CH=CH(CH,)sCH3
cC-8:0 R = GHy7 | C-15:2 R = (CH);CH=CHCH,CH=CH(CH,),CHj3

dC-10.0R = QOH21
eC-11.0 R = GqHo4

m C-15:3 R = (CH)7CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH,
n C-17:1 R =(CHy)7;CH=CH(CH,);CHs

fC-12:0 R = GoHy5
0C-17:2 R = (CH)gCH=CHCH,CH=CH(CH,)3CH3

g C-13:0 R = GaHoy
C-20:0 R = GH
h C-14:0 R = G4Haso P GoHaz

FIGURA 3. Exemplos de lipidios fendlicos ndo-isoprendides.



A existéncia de lipidios resorcindlicos foi registrada em diversas fontes
naturais, tais como: plantas, algas, fungos, bactérias e animais (KOZUBEK,
1999). Em geral esses lipidios resorcindélicos ndo-isoprenoides apresentam cadeia
lateral variando entre C-5 e C-27 podendo ser saturada ou insaturada, e.g. mono-,
di-, tri-, tetra-, penta-, hexaeno. O anel aromético pode conter um grupo metila
(metilcardol) e as hidroxilas podem se apresentar mono ou dimetilada e
diacetilada. Alguns exibem um grupo carboxila, esterificado ou livre, entre as
hidroxilas (KOZUBEK, 1999).

O acido anacardico (15 i) (FIGURA 3) se apresenta como um dos lipidios
fendlicos mais relatados na literatura com relacéo a atividade biologica. Os &cidos
anacardicos (15 a, b, ¢, d, f, n e p) (sintéticos) e (15 i-m) (naturais) (FIGURA 3)
exibiram atividade inibitéria seletiva contra bactéria Gram-positiva quando
comparados com o &cido salicilico. Esse ultimo exibiu amplo espectro de
atividade antimicrobiana, porém com alta concentracdo inibitéria minima. A
atividade em Staphylococcus mutans e S. aureus do acido anacardico (15 m)
(FIGURA 3) foi 2048 vezes mais efetiva que a do acido salicilico (64 pg/mL).
Nesse sentido, o acido anacardico deve ser considerado para uso pratico,
especialmente, para problemas de pele e dente causados por essas bactérias
(KUBO, 1., 1993).

Quando saturado, o acido anacérdico (15 i) (FIGURA 3) pode ser usado
vantajosamente, ndo somente como suplemento alimentar, mas também, para a
diminuicdo da gordura corporal em terapia antiobesidade (TOYOMIZU, 2003b).
Além de diminuir o contetdo da gordura corporal, o acido tetraidroanacardico (15
i) tem o potencial de atuar como agente antiinflamatério em infeccdo causada
pelo protozoério do género Eimeria (TOYOMIZU, 2003a).

A Ulcera péptica € uma das doengas humanas mais comuns, afetando 50%
da populacdo em paises industrializados. Por muitos anos, acreditava-se que
essa patologia fosse causada por hipersecrec¢éo acida do estbmago, até surgirem
evidéncias mostrando sua relagdo com a bactéria Helicobacter pylori, isolada a
partir da mucosa gastrica de pacientes com doenca de Ulcera duodenal. A
viruléncia do H. pylori parece estar associada a alta atividade da urease, que
protege esse microorganismo do efeito deletério do acido gastrico. No micro

ambiente bacteriano, a geracdo de amonia torna-se importante no processo de



colonizacédo e fator de sobrevivéncia do H. pylori. Um estudo da atividade contra
H. pylori (de uma série homdloga de acidos anacardicos (15 f, i-m) (FIGURA 3)
mostrou que esta cresceu gradualmente, com o comprimento da cadeia lateral C-
12 exibiu 0 maximo e C-15 mostrou-se inativo. O cardanol (16 m) (FIGURA 3) ndo
exibiu qualquer atividade antimicrobiana (KUBO, J., 1999).

Na procura por uma fonte natural contra Staphylococcus aureus resistente

a meticilina (SARM), o acido anacéardico (15 m) (FIGURA 3) foi classificado como
um excelente agente anti-SARM. Além disso, um efeito sinérgico foi observado na
combinacdo do &cido anacardico com meticilina, pelo qual a concentracdo
inibitéria minima (MIC) de meticilina foi diminuida de 800 pg/mL para 1,56 pg/mL
para SARM por combinagdo com 3,13 pg/mL do &cido anacérdico. A atividade do
acido anacardico contra SARM aumentou com a homologagéo da cadeia alquila
para 0 maximo ao redor 10-12 atomos de carbono. O &cido anacardico com
cadeia lateral alquilica entre C-10 e C-12 parece apresentar equilibrio 6timo entre
hidrofilia e lipofilia, importante para que o0 mesmo atinja concentragdo 6tima na
membrana celular de SARM. Além disso, o comprimento e o0 volume da
subunidade lipofilica, que séo alterados pela posicdo, nUmero e estereoquimica
das ligacdes duplas, também afetam a atividade (MUROI, 2004).

Os acidos anacardicos (15 g, j, 0 e n) (FIGURA 3) foram avaliados in vitro
quanto a inibicdo da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH) proveniente
do muasculo de coelho, apresentaram concentracdo inibitéria 50% (ICso) de 9,4,
4,0, 4,6 e 2,4 umol/L, respectivamente. No mesmo estudo foi demonstrado que o
acido anacérdico inibiu o crescimento de Bacillus subtilis (MURATA, 1997).

Outras aplicacdes bioldgicas dos acidos anacardicos foram mencionadas
na literatura: contra zodsporos de Aphanomyces cochlioides (BEGUM, 2002),
como agente antinflamatério (TOYOMIZU, 2003a), inibicdo enzimatica
(HILDEBRAND, 1988) e antioxidante (ROSS, 1991).

Recentemente, o acido anacardico saturado (15 i) (FIGURA 3) foi utilizado
como matéria-prima na preparacao de analogos do sildenafil (18, 19, 20 e 21)
(FIGURA 4) (PARAMASHIVAPPA, 2002), um importante farmaco utilizado no

tratamento da disfuncéo erétil, conhecido comercialmente como Viagra®
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FIGURA 4. Analogos do sildenafil preparados a partir dos acidos anacardicos

(PARAMASHIVAPPA, 2002).

Derivados benzotiazola (22 e 23), benzoxazola (24 e 25) e benzimidazola
(26, 27 e 28) (FIGURA 5) candidatos a inibidores da ciclooxigenase (COX),
enzima responsavel pela catdlise da conversdo do acido araquiddnico a
prostaglandinas e tromboxanas, foram também preparados a partir do acido
anacardico saturado (15 i) (FIGURA 3) (PARAMASHIVAPPA, 2003).

/<\ S/<\
CisHzy 22 R=Me CisHzr  24:R =Me

23: R = Et 25: R = Et
g
A R
N 2
CisHa1

26: R = Me; R = H, OMe, OCHE, Me ou NG
27: R = Et; B =H, OMe, OCHE, Me ou NG
28: R=H; R =0Me

FIGURA 5. Derivados benzotiazola, benzimidazola e benzoxazola preparados a
partir dos acidos anacéardicos (PARAMASHIVAPPA, 2003).



O cardanol (16 i-m) (FIGURA 3) € amplamente utilizado na sintese de
polimeros, vernizes, surfactantes, borrachas e antioxidantes automotivos
(DANTAS, 2003; MAFFEZZOLI, 2004; PATEL, 2006).

O cardanol (16 | e m) (FIGURA 3) mostrou atividade moluscicida (KUBO, 1.,
1986). Enquanto que cardandis sintéticos (16 d e e) (FIGURA 3) exibiram
atividade antinematoide (TAKAISHI, 2004).

Um derivado do cardanol (30), andlogo do canabidiol (29) (CBD) (FIGURA
6), um antipsicoativo constituinte da Cannabis sativa L. (FIGURA 6), apresentou
propriedades  farmacolégicas potencialmente importantes, tais como:
antiepiléptica e ansiolitica (ICso de 30,9 nM). Esse resultado sugere que o CBD é
capaz de ativar o receptor canabindide (CB1), embora com reduzida eficacia
(REGGIO, 1995).

%\/\/\ %\/\/\
X HO
HO

29 30

FIGURA 6. Canabidiol e seu derivado cardanol C-5.

Derivados sintéticos do cardanol (16 i) (FIGURA 3) foram avaliados quanto
ao potencial antitumoral em linhagens de células de rato de fibroblastos. As
substancias que demonstraram maior atividade foram cardanol metilado (31),
cardanol acetilado (32) e 2-tert-butilcardanol (33) (FIGURA 7) (SALADINO, 2000).

OMe OAc OH
(CHg)3

CysH31 CysH3p CysH3
31 32 33

FIGURA 7. Derivados do cardanol com atividade antitumoral.
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Derivados do cardanol (16 i) (FIGURA 3) foram sintetizados com o intuito
de obter substancias capazes de absorver radiacdo nas faixas de UVA e UVB.
Apenas a mistura de isdbmeros do derivado benzofenona (34) e o benzoato (35)
(FIGURA 8) se destacaram em relacdo a radiacdo UV de interesse, porém com

fator de protecéo considerado baixo (SILVA, V. C., 2003).

OCHs Ph

O
N
CH,CO @\
CisH31 CisH3s1
35

34
FIGURA 8. Derivados do LCC capazes de absorver na regido do UVA e UVB.

Derivados [-alcoxifenilacético do cardanol (36-42) (FIGURA 9) foram
preparados com o objetivo de estudar o grupo hidrofilico quanto ao perfil
antibacteriano in vivo (NASCENTE, 2006).

CisHa1 CisHa1 CisHa1
40 41 42

FIGURA 9. Derivados (-alcoxifenilacético do cardanol.
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A partir do cardanol (16 i-m) (FIGURA 3), recentemente, foram preparados
analogos da rivastigmina (44 e 45) (FIGURA 10), importante farmaco utilizado no
tratamento da doenga de Alzheimer (IMBROISI, 2006).

O
/\\/ )k/\ )k/\

# l *©\C15H31- i CisH3z1

43 44

FIGURA 10. Rivastigmina e analogos derivados do cardanol.

Lipidios fendlicos ndao-isoprendides sdo encontrados em grande
percentagem na familia Anacardiaceae, mais especificamente, em Anacardium
occidentale, espécie amplamente distribuida no Brasil e conhecida como cajueiro
(CORREIA, 2006). Dada a importancia dessa fonte natural de lipidios, especial

atencao sera reservada ao cajueiro, na proxima secao.

1.3. Cajueiro — Fonte potencial de lipidios fendlic  os ndo-isoprendides.

O cajueiro, Anacardium occidentale Linn, pertence ao género Anacardium,
da familia Anacardiaceae. E uma planta nativa do Brasil e tem como habitat a
regido litorAnea que se estende da Amazbnia ao Nordeste, atualmente, é
encontrada em diversas regides tropicais, as quais se destacam india, Brasil,
Mocambique, Tanzénia, Quénia e, recentemente, Guiné Bissau, Indonésia,
Tailandia e Vietnd (MITCHELL, 1987; LUBI, 2000; PARAMASHIVAPPA, 2001),
sendo a india o maior produtor de caju do mundo (DAS, 2003). A crescente
exploracdo do cajueiro nessas nacbes acontece devido a sua grande utilizacao
como uma fonte de alimentacdo nutritiva para as familias; fonte de rendimento
monetario para os pequenos e grandes produtores; carvao de o6tima qualidade;
além de ser uma fonte renovavel (TREVISAN, 2006).
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No Brasil, a agroindlstria do caju esta concentrada na regido Nordeste
(Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte participam com 95% da producao). O
agronegocio da castanha do caju representa uma parcela significativa da
economia, garantindo emprego a mais de 36.100 pessoas no meio rural
(PESSOA, 2006).

O cajueiro (FIGURA 11) é uma arvore cuja copa chega a alcancar uma
altura entre 10 a 15 metros, mas dependendo do solo, o seu desenvolvimento fica
prejudicado reduzindo seu porte e apresentando ramos tortuosos e emaranhados
(LUBI, 2000). Nenhum vegetal brasileiro supera 0 cajueiro quanto ao
aproveitamento, pois além do caju e da castanha, a madeira, a casca, a

entrecasca e a folha também tém uso consagrado.

FIGURA 11. Cajueiro (Fonte: LITMO).

O fruto do cajueiro € uma noz (castanha do caju) que se prende a
extremidade do pseudofruto (caju) (FIGURA 12). O caju sofre facil deterioracéo,
nao sendo totalmente aproveitado para a venda. No processo de extracao
industrial do suco do caju, a massa organica residual € aproveitada para a
fabricacdo de hamburguer que é distribuido nas escolas publicas (fonte:
http://bs.sede.embrapa.br/seguranca_alimentar.html. Acesso em 16/02/08).
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FIGURA 12. Caju (Fonte: LITMO).

A castanha do caju apresenta a forma de um rim, com tamanho variavel e
subdivida em casca (pericarpo), pelicula e améndoa. A casca da castanha é
composta pelo epicarpo, fina camada externa da casca, mesocarpo, camada
alveolada, que contém um 6leo escuro, caustico, irritante, viscoso e inflamavel,
conhecido como liquido da castanha do caju (LCC). O endocarpo, uma pelicula
dura que protege a améndoa € fonte rica em proteinas e componentes graxos
(FIGURA 13) (MITCHELL, 1987; SMITH, 2003).

—— EPICARPO

- MESQ CARPO ESPONJO S0 (LCC)
A —— ENDOCARFO

— —PELICULA

FIGURA 13. Corte transversal da castanha de caju

(Fonte: http://www.cnpat.embrapa.br/users/vitor/cajucultura/index.html).

A castanha é a parte economicamente mais importante, pois apos a
retirada do pericarpo, é obtida a améndoa, que é comercializada crua, torrada e
salgada. As améndoas inteiras servem como sobremesa e aperitivo em coqueteéis.
Os pedacos da castanha quebrada séo aproveitados na manufatura de chocolate,
confeito e pastéis. O indice de améndoas danificadas oscila entre 40 e 50%
(FERRAZ, 2005).
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No processo de industrializacdo da castanha para obtencdo da améndoa,
isola-se o LCC técnico, um material de grande interesse como matéria-prima na
fabricacdo de inseticidas, germicidas, antioxidantes, isolantes térmicos, material
de atrito, plastificantes, tensoativos, tintas e vernizes (MITCHELL, 1987; LUBI,
2000).

O LCC natural compreende 25% do peso do fruto, sendo uma das fontes
mais ricas de lipidios fendlicos nao-isoprendides formada por uma mistura de
quatro constituintes (e.g. 4cidos anacérdicos, cardois, cardandis e metilcardois)
(MITCHELL, 1987; LUBI, 2000). Os cardandis (16 i-m) (FIGURA 14) apresentam
apenas uma hidroxila no anel aromético, enquanto que, os carddis (17 i-m)
(FIGURA 14) apresentam estrutura resorcilica. Os metil cardéis (46 i-m) (FIGURA
14) apresentam um grupo metila entre as hidroxilas. Os acidos anacérdicos (15 i-
m) (FIGURA 14) tém um grupo carboxila na posicéo orto, fato que os diferencia
dos demais lipidios fendlicos. Todos os lipidios fendlicos nao-isoprendides
constitutintes do LCC contém uma cadeia lateral com quinze atomos de carbono,
saturada ou insaturada, e.g. mono-, di-, e trieno (FIGURA 14) (PATEL, 2006).

OH OH OH OH
R R HO R o R
15 16 17 46
i C-15:0R = GsH3g
j C-15:1 R = (CH);CH=CH(CH,)sCH3
| C-15:2 R = (CH);CH=CHCH,CH=CH(CH,),CHs

m C-15:3 R = (CH);CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH,

FIGURA 14. Lipidios fendlicos nao-isoprendides constituintes do LCC.

O LCC técnico, um subproduto da torrefacdo da castanha de caju, € menos
corrosivo que o natural, apresentando como principais constituintes o cardol (17 i-
m) e o cardanol (16 i-m) (FIGURA 14). O acido anacardico (15 i-m) (FIGURA 14)
encontra-se em pequena propor¢ao, em fungdo da descarboxilagdo que ocorre
durante o processo de aquecimento no refino (TYMAN, 1979; MAHANWAR, 1996;
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SMITH, 2003). Devido a exceléncia de mercado para a améndoa, o LCC técnico é
um importante produto da pauta de exportacdo do Brasil, entretanto, em funcéo
dos precos irrisérios praticados pelo mercado de exportacdo, por vezes torna-se
rejeito da cajucultura.

Convencionalmente, a quantidade e a qualidade do LCC no extrato bruto
dependem do método de extracdo e das condi¢cdes do acondicionamento das
castanhas. Varios autores tém informado a variacdo da composicdo na extragdo
de LCC. Registros da literatura demonstram que a extracdo do LCC por método
frio forneceu 90% de acido anacardico e aproximadamente 10% de cardol (DAS,
2004). Segundo Lubi, (2003), o LCC natural contém aproximadamente 65% de
acido anacardico (15 i-m), 11% de cardol (17i-m), 2-3% de 2-metil cardol (46 i-m),
tracos de cardanol (16 i-m) (FIGURA 14), sendo o restante formado por material
polimérico. Para o LCC técnico, sdo relatadas as seguintes composicoes
aproximadas 63% de cardanol (16 i-m), 11% de cardol (17 i-m) e 24% de material
polimérico (LUBI, 2003; LUBIC, 2003); 64,8% de cardanol (16 i-m), 20,5% de
cardol (17 i-m), 2,8% de 2-metilcardol (46 i-m) (FIGURA 14) e o restante como
um material polimérico nédo volatil (TYMAN, 1975).

O LCC configura-se como uma matéria-prima valiosa em funcdo da
abundancia e das caracteristicas estruturais dos seus lipidios fendlicos
constituintes de carater aromatico e aciclico, aliado a existéncia de diversos
grupos funcionais no anel aroméatico e multiplas insaturacées na cadeia alifatica
em C-8. A abundancia, a versatilidade e os varios registros de atividades
biol6gicas de constituintes fendlicos do LCC e seus derivados, em conjunto, tém
motivado ao longo de alguns anos o interesse do nosso grupo de pesquisa em
estudos envolvendo a sua utilizacdo para o desenvolvimento de candidatos a
farmacos (SANTOS, 1993; SANTOS, 1999; LOGRADO, 2005; RESCK, 2005).

O presente trabalho representa mais uma contribuicdo para essa linha de
pesquisa que visa a exploracdo sustentavel de matérias-primas abundantes no

Pais na producdo de compostos com maior valor agregado.



Objetivos
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2.1. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Devido a abundancia, o grande numero de registros que evidenciam o
potencial quimico, biolégico e/ou farmacologico dos lipidios fenélicos do LCC e de
seus derivados nosso grupo de pesquisa vem ao longo de varios anos realizando
estudos em uma linha de pesquisa que visa a exploragdo do LCC como uma
matéria-prima promissora e renovavel na preparacdo de compostos com maior
valor agregado, em especial, substancias com potencial atividade biolégica e/ou
farmacoldgica.

Por ser o acido anacardico o maior componente do LCC in natura e o
cardanol o constituinte mais abundante no LCC técnico, o presente estudo tem
como objetivo geral a preparacdo de derivados do &cido anacéardico e do
cardanol, visando a avaliagdo comparativa do perfil farmacolégico das

substancias naturais e modificadas.

2.2. Objetivos especificos

Na consecucdo do objetivo geral desse estudo, os seguintes objetivos

especificos foram esbocados:

I. Separacdo dos lipideos fendlicos do LCC por meio de metodologias de
dominio do nosso grupo de pesquisa.

II.  Modificacdo quimica dos lipideos fendlicos do LCC - As transformacdes a
serem realizadas encontram-se dividas em duas categorias: modificagcoes
moderadas (protecdo dos grupos funcionais e hidrogenacdo da cadeia
lateral) e modificacbes com maior grau de complexidade visando a

preparacao de derivados 4-hidroxicumarinicos.

lll.  Caracterizacdo dos lipideos e seus derivados por meio de técnicas

cromatograficas e espectrométricas;
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IV. Avaliacdo da atividade biolégica e/ou farmacoldgica por meio de testes in
vitro e ex-vivo, tendo como objetivo a descoberta de novos insumos para a
indastria nacional. O estudo da estrutura-atividade objetivara a
identificacdo de grupos funcionais indispensaveis a atividade biologica e/ou
que intensifiquem os efeitos bioldgicos minimizando os possiveis efeitos

indesejaveis.

Espera-se que as modificagcdes quimicas no acido anacardico (15 i) e no
cardanol (16 i) (FIGURA 14) produzam derivados com propriedades
farmacoldgicas interessantes, tais como atividade antioxidante, fotoprotetora e
antitumoral, com baixa toxicidade para células eucariotas, principalmente de
mamiferos. Além disso, a determinacdo de atividades inéditas, tais como a
antifingica e antiparasitaria podem ser avaliadas, visando a descoberta de novas

entidades quimicas que possam ser empregadas na terapéutica.



Materiais e Métodos
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3. Materiais e Métodos

3.1. Parte Quimica

3.1.1. Procedimentos Gerais

- As reaclBes e procedimentos quimicos foram realizados no Laboratério de

Isolamento e Transformacao de Moléculas Orgéanicas — LITMO.

- Os reagentes e solventes foram adquiridos de fontes comerciais (Aldrich, Merck,
Vetec) e utilizados sem purificacdo adicional, exceto nas rea¢des que requereram

um maior grau de pureza na qual foi necessério realizar a secagem.

- As analises em cromatografia de camada delgada foram efetuadas em placas de
silicagel suportada em aluminio 60F;s54/0,2 mm (Merck), utilizando como
reveladores: luz ultravioleta, iodo, solucdo de vanilina sulfdrica, solucdo de
permanganato de potassio e/ou uma solucdo 5% de &cido molibdofosférico em

etanol.

- Os produtos foram purificados por recristalizacdo, cromatografia rapida sob
pressdo (Flash Column Chromatography) ou por cromatografia rapida em coluna
seca (Dry-Flash Column Chromatography), usando como suporte silicagel 60
(0,04-0,06 mm) e como eluente hexano-acetato de etila em concentracfes

apropriadas.

- Os pontos de fusdo foram determinados no bloco de Kofler e foram

apresentados sem correcao.

- Os espectros no IV foram registrados nos espectrometros Bomem Hartmann &
Braun (MB — 100), com valores expressos em cm™.

- Os espectros de RMN *H e '°C foram registrados em espectrometros Varian
Mercury plus (300 MHz, 7.05 T), utlizando como solvente, CDCI;. Os
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deslocamentos quimicos foram expressos em & (ppm) com referéncia ao TMS, e
os padrdes de acoplamento definidos por: s (singleto), d (dubleto), t (tripleto), m
(multipleto), dd (duplo dubleto), td (triplo dubleto), dt (duplo tripleto) e bl (banda

larga).

3.1.2. Obtencéo dos lipideos fendlicos do LCC.

3.1.2.1. Extracdo do LCC da castanha de caju.

Os lipidios fendlicos constituintes do LCC in natura foram extraidos das castanhas
de caju (Anacardium occidentale), gentilmente cedidas pela Iracema Industrias de

Caju Ltda, Fortaleza — Ceara.

Procedimento: As castanhas foram cortadas em duas partes para remoc¢ao da
améndoa. 500 g de cascas de castanha de caju fragmentadas em pedacos menores
foram exaustivamente extraidas com etanol durante 6 h em um sistema Sohxlet.
Apoés evaporacdo do solvente foi obtido um liquido escuro e caustico (157 g; 31%)

(comparado por ccd com LCC técnico, hexano:acetato de etila 4:1).

3.1.2.2. Separacao dos acidos anacardicos do LCC  in natura (TYMAN, 1991).

De acordo com a literatura (PARAMASHIVAPPA, 2001) os lipidios fendlicos do LCC
podem ser fracionados por diferentes metodologias (ESQUEMA 2). Neste estudo,
optamos pela utilizagcdo de uma adaptacdo do método que emprega hidréxido de

chumbo para extracdo quimica dos acidos anacardicos (TYMAN, 1991).
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CASCAS DA
CASTANHA DE CAJU

Extragcdo com etanol

LCC

Tratamento com
Pb(OH) ou Ca(OH)

Anacardatos Mistura de fendis:
de chumbo ou cardandis, cardois e
de ‘calmo metilcardéis
Tratamento com '
HNO30u HCI Cromatografia em coluna
Acidos
anacardicos Cardanois Cardois Metilcardois

ESQUEMA 2. Separacdo dos componentes do LCC.

Procedimento: Em um Erlenmeyer de 500 mL foram dissolvidos 44 g de nitrato de
chumbo em 175 mL de &gua. A esta solugdo, mantida sob agitacdo, foram
adicionados 12 g de hidroxido de sédio dissolvido em 60 mL de agua. Apos 1 h de
agitacao a temperatura ambiente, o liquido sobrenadante foi filtrado em um funil de
Bilchner, o precipitado foi lavado com agua até que o pH do filtrado apresentou-se
neutro ao papel de pH e, finalmente, lavado com 100 mL de etanol. O precipitado de
hidréxido de chumbo foi transferido para um Erlenmeyer de 500 mL, a este foi
adicionado o LCC natural (25 g) dissolvido em 150 mL de etanol e a mistura foi
deixada sob forte agitacdo durante 2 h. O precipitado formado foi recolhido por
filtracdo a vacuo e lavado com etanol. A mistura de anacardatos de chumbo foi
transferida para um Erlenmeyer de 500 mL e suspenso em 200 mL de éter etilico. A
suspensdao, foram adicionados cerca de 100 mL de uma solugcdo de &cido nitrico
20% e a mistura foi mantida sob vigorosa agitacao durante 1 h. A mistura foi filtrada
em funil de Bichner e o filtrado foi transferido para um funil de separacdo. Apds a

separacdo da fase aquosa, a fase organica foi lavada por véarias vezes com agua e,
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finalmente, com uma solucdo saturada de cloreto de sédio. A fase organica foi
secada com sulfato de sédio anidro, tratada com carvao ativado e concentrada no
evaporador rotatorio para fornecer um 6leo escuro, caracterizado como uma mistura
de acidos anacardicos (15 i-m) (FIGURA 14) (15,25 g; 61% a partir do LCC).

3.1.2.3. Separagdo do cardanol do LCC técnico  (12ZO, 1950).
O cardanol foi obtido do LCC técnico (doado pela CASCAJU AGROINDUSTRIAL

S.A., Cascavel — Ceara) por meio da técnica de destilacdo a vacuo (ESQUEMA

3), conforme descrito na literatura (1ZZO, 1950).

CASTANHA DE CAJU

Processamento industrial

LCC técnico

Destilacdo a vacuo
(1 mmHg, 200-259C)

Mistura de cardanois

ESQUEMA 3. Separacédo dos cardandis do LCC técnico.

Procedimento: 120 g de LCC técnico foram transferidos para um baldo de
destilacdo de 200 mL, que na sequéncia foi adaptado a um sistema de destilacao
a vacuo. O sistema foi aquecido até que o ponto de ebulicAo do cardanol foi
alcancado (218-224°C). Ao final da destilacéo foi obtido um éleo amarelo claro
caracterizado como uma mistura de cardandis (16 i-m) (FIGURA 14) (77,17 g;
64,30%).
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3.1.3. Modifica¢des quimicas

3.1.3.1. Reacdes de hidrogenacéao catalitica

Em um primeiro momento, os acidos anacardicos (15 i-m) e os cardandis
naturais (16 i-m) (FIGURA 14) obtidos conforme procedimentos descritos acima
foram submetidos a processo de hidrogenagdo catalitica para obtencdo dos
correspondentes lipidios fendlicos saturados. As reacfes de hidrogenacéo
catalitica foram efetuadas em um aparelho da série 3910 - Parr Instrument

Company.

3.1.3.1.1. Preparacdo do acido 2-hidroxi-6-pentadec ilbenzéico (acido
tetraidroanacéardico)

OH OH
COH
© Pd/C, EtOH COH
_—
60psi, 2h
- CygHzin P . CygHayg
15i-m 15i

Procedimento: A mistura de acidos anacardicos (15 i-m) (10 g; 28 mmol)
dissolvida em etanol seco (40 mL) foi adicionada de Pd-C 10% (0,2 g) e a mistura
reacional foi mantida sob agitacdo a um pressdo de 60 psi de H; num
hidrogenador, por 2 horas. ApGs esse tempo, a mistura reacional foi filtrada num
funil sinterizado contendo silica e Celite® (95:5). Apds evaporacédo do solvente foi
obtido um sdlido marrom o qual recristalizado em hexano forneceu um sélido
branco (15 i) (9.5 g; 27,2 mmol; 94%; p.f. 88-90°C).
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3.1.3.1.2. Preparacgao do 3-Pentadecil fenol (cardan ol saturado)
OH OH

Pd/C, EtOH

60 psi, 2h -
o im CisH31 - n o CisH31

Procedimento: Uma mistura de cardanois (8,62 g; 28 mmol) dissolvidos em
etanol seco (40 mL), foi adicionada de Pd-C (10%; 0,2 g) e a mistura de reacao foi
mantida sob agitacdo a uma pressao de 60 psi de H, num hidrogenador por 2
horas. Apds esse tempo, a mistura da reacdo foi filtrada num funil sinterizado
contendo silica e Celite® (95:5). Apds evaporacédo do solvente foi obtido um soélido
que foi recristalizado em hexano para fornecer 8,14 g de um sélido branco (16 i)
(26 mmol; 92%, p.f. 53.5°C).

3.1.3.2. Reacdes de protecao de grupos funcionais

O acido anacéardico (15 i) e o cardanol (16 i) saturados foram modificados
por meio de procedimentos classicos (metilagdo e acetilacdo) de forma a gerar

éteres e ésteres correspondentes, conforme descrito abaixo.

3.1.3.2.1. Preparacgédo do 2-met6xi-6-pentadecil benz  oato de metila

OH OMe

COMH Me;SO;  NaOH 3M COMe

»
>

C o CHCl, |, Aliquat CiH
15i 15131 47 15131

Procedimento: O &cido anacardico saturado (15 i) (7,2 g; 20,65 mmol) foi
dissolvido em diclorometano (100 mL), hidroxido de sédio (3 M), Aliquat (0,8 g) e
sulfato de metila (10 mL). A mistura ficou sob agitacdo por 2 horas. Ao final de 2
horas a fase organica foi lavada com solucdo de NH,OH 5%, e em seguida,
extraida com acetato de etila. Os extratos foram lavados trés vezes com solucéo

saturada de cloreto de sddio. A solucdo foi seca, tratada com carvao ativado e
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celite. O produto foi recristalizado em hexano para fornecer um solido amarelo
claro (47) (6,95 g; 96,66 %:; p.f. 85-86°C).

3.1.3.2.2. Preparacao do 2-hidroxi-6-pentadecil-ben  zoato de metila

OH OH
COH COMe
© MeOH, H,SO, ©
—_— >
- CysHzy Refluxo CisH31
15i 48

Procedimento: Num baldo de 100 mL adaptado com condensador de refluxo
foram adicionados 3 g do acido anacéardico saturado (15 i) dissolvidos em 50 mL
de metanol e a solucédo foi adicionado 1 mL de &cido sulfurico concentrado. O
sistema foi mantido sob refluxo e agitacdo por 48 h. O solvente foi evaporado e
uma solugdo diluida de K,COs; foi adicionada, até ser neutralizada. A fase
organica foi separada e seca com sulfato de sédio. O produto foi recristalizado em
hexano para fornecer um soélido amarelado (48) com rendimento de 77% (2,4 g,

6,6 mmol).

3.1.3.2.3. Preparacao do acido 2-acetiloxi-6-pentad  ecil-benzadico

OH OAc
COH COH
Ac,0, Py

- CysH3 CisH31
15 49

Procedimento: O &cido anacéardico saturado (15 i) (5 g; 14,36 mmol) foi
dissolvido em 20 mL de anidrido acético e 40 mL de piridina. A mistura foi
aquecida em banho-maria por 4h, sob agitacdo constante. Ao final de 4h a
mistura reacional foi despejada sobre gelo picado e extraida com acetato de etila.
Os extratos foram lavados trés vezes com HCI (10%, gelado) e com solucdo
saturada de NaCl. O produto foi seco e recristalizado em hexano com rendimento
de 85% (4,93 g; pf 70-72°C).
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3.1.3.2.4. Preparagao do 2-acetiloxi-6-pentadecilb  enzoato de metila

OH OAc
COMe COMe
ACzo, Py

CysH
28 15131 0

CisH31

Procedimento: 2-Hidroxi-6-pentadecil-benzoato de metila (48) (0,9 g; 2,7 mmol)
foi dissolvido em 3,4 mL de anidrido acético e 6,8 mL de piridina. A mistura foi
aquecida em banho-maria por 4h, sob agitagcdo constante. Ao final de 4h a
mistura reacional foi despejada sobre gelo picado e extraida com acetato de etila.
Os extratos foram lavados trés vezes com HCI (10%, gelado) e com solucdo
saturada de NaCl. O produto (50) foi seco e recristalizado em hexano com
rendimento de 63,8% (1 g; 2,4 mmol).

3.1.3.2.5. Preparacao do acetato de 3-pentadecilfen ol

OH OAc

Acz0, Py

CysH CysH
16 15131 2 15M31

Procedimento: Cardanol saturado (16 i) (4,35 g; 14,28 mmol; massa molar
304,51 gmol™) foi dissolvido em 19,5 mL de anidrido acético e 39 mL de piridina.
A mistura foi aquecida em banho-maria por 4 horas, sob agitagdo constante. Ao
final de 4 horas a mistura reacional foi vertida sobre gelo picado e extraida com
acetato de etila. Os extratos foram lavados trés vezes com HCI (10%, gelado) e
com solucdo saturada de NaCl. O produto (32) foi seco e recristalizado em
hexano para fornecer um sélido branco com rendimento de 83,83% (4,15 g; 11,97
mmol; p.f. 53,5°C).
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3.1.3.3. Reac¢bes quimicas envolvidas na proposta de  sintese de derivados 4-

hidréxi cumarinicos.

Visando a preparacdo de derivados 4-hidroxicumarinicos planejados a
partir dos lipidios do LCC foram realizadas modificacdes com maior grau de
complexidade com os acidos anacéardicos e os cardandis, que serdo descritas
abaixo.

3.1.3.3.1. Preparagédo do magnésio etoximaldnico

CcCl COCH
CoHsO,C_-COCHs + Mg +EIOH ——"» e ~om O2CaHs
er
COCoHs
51

Procedimento: Foi adicionado Mg (1,25 g), etanol seco (1,25 mL) e tetracloreto
de carbono (0,05 mL) num baldo com duas bocas de 100 mL. Logo apos,
adicionou-se 1,5 mL de uma mistura de dietilmalonato (8,41 mL) e etanol seco (4
mL), aguardou-se 30 min e foi adicionado o restante da mistura. Ao sistema foi
adicionado éter seco (15 mL) e o mesmo ficou sob agitacdo por 6h em banho-
maria (brando). O produto (51) foi colocado num baléo de 100 mL e foi levado ao
rotaevaporador. Benzeno seco (15 mL) foi adicionado e a mistura foi colocada no
rotaevaporador. Foi adicionado éter seco (5 mL) ao produto (51) e esse foi

misturado com o anidrido da preparagéo seguinte.
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3.1.3.3.2. Preparacgao do dietil [2-(acetiloxi)-6-pe  ntadecilfenil]carbonil
propanedioato

OAc OAc O @]
COH
Et;N, CICO,C,H5 O OEt
Tolueno, o) C, 6h "
CysHzz CisH3s
49 52
COCoHs
~>Som
OAc O
CO,Et
CO,Et
CisHaz
53

Procedimento: Em um baldo com trés bocas foi adicionado acetato de
anacardolila (49) (3.9 g), trietilamina (1,26 mL) e tolueno (11,3 mL). O sistema foi
mantido sob em agitacdo por 30 minutos a 0° C, posteriormente, foi adicionado
cuidadosamente cloroformiato de etila (0,85 mL). A reagdo foi mantida em
agitacdo a 0° C por 6 h. Logo depois foi adicionado magnésio etoximaldnico (51) e
o sistema mantido sob agitacéo por 24 h. O produto foi tratado com acido sulfarico
(18 mL) a 5%, a fase organica foi separada e a fase aquosa foi lavada com trés
por¢cBes de éter (5 mL), o extrato com éter foi adicionado na fase organica. A fase
organica foi lavada com acido sulfarico diluido, com agua (15 mL) e trés vezes
com solucéo saturada de bicarbonato de sédio. A solugéo foi seca com sulfato de
sédio e o solvente foi extraido no rotoevaporador. O produto foi colocado no

vacuo e obtivemos um solido marrom (53) (6,01 g; 43%).
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3.1.3.3.3. Preparacao do 1-(2-hidroxi-4-pentadecil)  acetofenona

OAc O OH

AICI;

15d°c
CisHaz CisHaz

32 54
Procedimento: Acetato de cardanolila (32) (1,8 g; 6 mmol) e tricloreto de
aluminio previamente sublimado (0,97 g; 7 mmol; massa molar 136) foram
aquecidos num baldo com constante agitacdo, mantendo a temperatura reacional
abaixo de 130°C por 25 minutos. Ao final foram adicionados 1,5 mL de 4gua e 1,5
mL de HCI - concentrado. A fase orgéanica foi extraida com acetato de etila e o
solvente foi evaporado. Da fase orgéanica foi obtido um liquido vermelho vinho,
gue foi separado por uma coluna flash utilizando acetato de etila’/hexano (5, 10,
15, 20, 100%) fornecendo um liquido amarelo, que quando recristalizado em

hexano gerou um sélido marrom claro (54) (1,63 g; 79%. p.f. 41-42°C).

3.2. Avaliagdo da atividade biologica

3.2.1. Testes biologicos

Os testes biologicos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
Molecular - FARMOL.

3.2.1.1. Toxicidade a larvas de Artemia salina (MEYER et al., 1982).

Os ensaios de letalidade serdo realizados com larva Artemia salina para
analisar o efeito citotoxico contra células eucariotas.

Preparacao da solucdo salina: Uma solucao salina foi preparada a partir
de 36,5 g de sal marinho sintético em 1 L de agua destilada. Esta solucao foi
utilizada para eclosdo dos ovos de Artemia salina e preparo das diluigdes.

Eclosdo dos ovos: Os ovos de Artemia salina de alta eclosdo foram
adquiridos no comércio local. Os ovos de Artemia salina (200 mg/350 mL) foram
colocados para eclodir em solucao salina por 48 horas com aeracéo e luz artificial

continua (lampada de 40 W).
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Controle positivo: O controle positivo foi realizado com dicromato de
potassio 2 mg,

Controle negativo: em tubos contendo 0,2 mL de DMSO e 10 larvas de
Artemia, sendo esse submetido a condi¢cdes da amostra a ser analisada.

Bioensaio: As amostras foram dissolvidas em 200 uL de DMSO e 20 mL
de solugdo salina. Parte dessa solucao (10 mL) foi transferida para um béquer e
diluida com 10 mL de salina, sendo o procedimento realizado novamente noutro
béquer. Depois de 48 horas a temperatura ambiente, as solu¢cdes a serem
testadas, em triplicata, foram introduzidas em tubos de ensaios nos quais foram
adicionadas 10 unidades de Artemia no segundo estagio larvar (nauplii) e a
cultura foi incubada por 24 horas (FIGURA 15). ApGs o termino das 24 horas as
larvas sobreviventes foram contadas. O calculo da DLs foi realizado pelo método
Probit.

TR ~_

%
L 4gua salgada % 1° estagio
25°C larval
Artemia salina
ovos
rvas
/—\ 48h
| 1ml
ﬂ 2° estégio
agua larval
salgada
DMSO + amostra

FIGURA 15. Modelo esquematico do teste de A. salina (HOSTETTMAN, 2003).

3.2.1.2. Avaliacédo do potencial antioxidante utiliz  ado como modelo a
reducao do complexo de fosfomolibdénio (PRIETO, 199 9)

Os dados de absorbancia foram registrados em um espectrofotbmetro
Shimadzu (UV-1601).
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O método de avaliacdo da capacidade antioxidante utilizado neste estudo
foi baseado na redugéo do complexo de fosfomolibdénio em comparagcdo com 3
compostos de atividade antioxidante conhecida.

O ensaio foi testado quanto a sua significancia estatistica utilizando a
metodologia de Prieto,1999, com ligeira modificacdo na qual consiste em construir
uma curva-padrao utilizando material antioxidante como referéncia.

Reagentes: O reagente foi preparado pela mistura de 0,025 L de solugao
aquosa de fosfato de sédio (NazPO,4, 28 mM, 0,114 g), 0,025 L de solucdo aquosa
de molibdato de aménio tetraidratado [(N4)sM07024.4H,0 , 4 mM, 0,117 g] e 0.025
L de solucdo aquosa de acido sulfdrico (H,SOq4, 0,6 M, 0,079 L).

Substancias de referéncia: quercetina (amostra gentilmente cedida pelo
professor Dr. Lauro E. S. Barata do Laboratorio de Produtos Naturais do Instituto
de Quimica da Unicamp), 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (Synth), acido
ascorbico (Dinamica).

Foram preparadas solucbes-estoque das trés substancias de referéncia
utilizando etanol como solvente.

Quercetina: para a construcdo da curva-padrao, aliqguotas da solucéo-
estoque foram adicionadas de etanol, para fornecer solucdes diluidas nas
concentracoes: 0,302 mg/mL, 0,453 mg/mL, 0,604 mg/mL, 0,755 mg/mL e 0,906
mg/mL,

BHT: para a construcdo da curva-padréo, aliquotas da solucéo-estoque
foram adicionadas de etanol, para fornecer solu¢cdes diluidas nas concentracdes:
0,2192 mg/mL, 0,4384 mg/mL, 0,6576 mg/mL, 0,8768 mg/mL, 1,096 mg/mL e
1,3152 mg/mL).

Acido ascorbico: para a construcdo da curva-padréo, aliquotas da solug&o-
estoque foram adicionadas de etanol, para fornecer solucdes diluidas nas
concentracoes: 0,264 mg/mL, 0,352 mg/mL, 0,44 mg/mL, 0,528 mg/mL, 0,616
mg/mL, 0,704 mg/mL.

Obtencao das curvas de calibracdo: Em tubos do tipo eppendorf, 0,1 mL
de cada solucdo diluida foi adicionada de 1 mL de reagente, em triplicata. Os
tubos foram tampados e mantidos em banho-maria a 95°C por 90 min. Apés o
periodo determinado, as amostras foram deixadas a arrefecer até a temperatura

ambiente.
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O conteudo de cada um dos tubos foi transferido para cubetas de plastico
(caminho éptico 1 cm) e analisado sob o comprimento de onda 695 nm em
espectrofotdmetro Shimadzu, previamente zerado com uma mistura de 1 mL do
reagente e 0.1 mL do solvente utilizado no preparo as solugbes das substancias
em analise.

Os dados foram analisados utilizando o programa Prisma e curvas-padrao
foram construidas.

Teste de atividade antioxidante: Em tubos do tipo eppendorf, a solucéo
em analise (0,1 mL) foi adicionada de 1 mL de reagente, em triplicata. Os tubos
foram tampados e mantidos em banho-maria a 95°C por 90 min. Apés o periodo
determinado, as amostras foram deixadas a arrefecer até a temperatura
ambiente.

O conteudo de cada um dos tubos foi transferido para cubetas de plastico
(caminho 6ptico 1 cm) e analisado sob o comprimento de onda 695 nm em
espectrofotometro Shimadzu, previamente zerado com uma mistura de 1 mL do
reagente e 0.1 mL do solvente utilizado no preparo as solugbes das substancias

em analise.

Construcao da curva-padréo do &cido ascorbico

A TABELA 1 apresenta a concentracdo das solucdes de acido ascorbico
utilizadas para a construcdo da curva-padrdo (FIGURA 16), que apresentou boa
linearidade (< 1 mg/mL), com coeficiente de correlacéo (r) igual a 0,992.

Para verificar a repetitividade do método, os experimentos foram realizados

em dia diferente e por outro analista.



TABELA 1. Valores das concentra¢gdes do acido ascorbico, das absorbancias em
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FIGURA 16. Atividade redutora do acido ascorbico no método do fosfomolibdénio. Curva-
padrdo construida com a média de trés experimentos de concentracdes crescentes de
acido ascorbico.
Cada ponto representa a média + desvio-padréo de trés experimentos em triplicata.

0,8

triplicata, média das absorbéncias e desvio padréo do acido ascorbico.
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Concentragbes Absorbancia do complexo de molibdénio com Média das Desvio
em mg/mL acido ascorbico absorbéancias padréo
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

0,010 0,115 0,103 0,117 0,111 0,007
0,050 0,228 0,280 0,295 0,267 0,035
0,264 0,822 0,802 0,821 0,815 0,011
0,352 1,131 1,011 1,092 1,078 0,061
0,440 1,421 1,464 1,442 1,442 0,021
0,528 1,519 1,803 1,649 1,657 0,142
0,616 1,864 1,931 1,979 1,924 0,058
0,704 2,114 2,142 2,107 2,121 0,018

Construcéo da curva-padrao do BHT

Da mesma forma, foi realizado procedimento experimental descrito acima

para a construgcéo da curva-padréo do BHT, para o qual foram utilizadas solu¢cbes

em etanol em diferentes concentragdes.

No segundo experimento, da mesma forma que ocorreu com o &cido

ascorbico, a construgdo da curva demonstrou que em concentracdo acima de

1,315 mg/mL, ndo héa diferenca estatistica nos valores de absorbancia obtidos e a

curva apresenta-se com um patamar (FIGURA 17).
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Portanto um novo experimento foi realizado com concentracdes inferiores
que pudessem ser utilizados na construgao da curva-padrédo do BHT.

A TABELA 2 apresenta a concentracdo das solucdes de BHT utilizadas
para a construcao da curva-padrao (FIGURA 17), que apresentou boa linearidade
(r=0,967).

Para verificar a repetitividade do método, os experimentos foram realizados

em dia diferente e outro analista.

Curva-Padrao do BHT

1,59
1,0

(0]

m

<
057 _ y = 0,487x + 0,426

r’ = 0,967

0,0 T T ]

'000 025 050 075 1,00 1,25
[BHT] (mg/mL)

FIGURA 17. Atividade redutora do BHT no método do fosfomolibdénio. Curva-padréo
construida com a média de trés experimentos de concentragdes crescentes de BHT.
Cada ponto representa a média + desvio-padrao de trés experimentos em triplicata.

TABELA 2. Valores das concentra¢gdes do BHT, das absorbancias em triplicata, média
das absorbancias e desvio padrdo do BHT.

Concentragdes Absorbancia do complexo de molibdénio com Média das Desvio
em mg/mL BHT absorbancias padrédo
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

0,050 0,408 0,392 0,393 0,397 0,009
0,100 0,468 0,480 0,473 0,473 0,006
0,219 0,564 0,578 0,564 0,568 0,008
0,438 0,664 0,635 0,686 0,661 0,026
0,657 0,748 0,815 0,761 0,774 0,035
0,876 0,846 0,832 0,862 0,846 0,015
1,096 0,928 0,953 0,922 0,934 0,016
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Construgéo da curva-padrao da quercetina

No procedimento para a aquisicdo da curva-padrdo da quercetina foi
observado que patamar foi atingido na concentracéo de 0,906 mg/mL, sendo que
uma nova curva foi elaborada com valores menores que o patamar encontrado
(FIGURA 18).

Curva-padrao da Quercetina

2,0
1,54
! [
0
< 1,09
y = 1,162 + 0,277
0,5 5
e r-=0,960
0,0 T T T 1
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

[Quercetina] (mg/mL)

FIGURA 18. Atividade redutora da quercetina no método do fosfomolibdénio. Curva-
padrao construida com a média de trés experimentos de concentracdes crescentes de
guercetina. Cada ponto representa a média + desvio-padréo de trés experimentos em

triplicata.

TABELA 3. Valores das concentracdes da quercetina, das absorbancias em triplicata,
média das absorbancias e desvio padrdao do BHT.

Concentragbes Absorbancia do complexo de molibdénio com Média das Desvio
em mg/mL guercetina absorbancias padréo
Experimento Experimento Experimento

0,050 0,41;08 0,3292 O,§93 0,398 0,009
0,100 0,468 0,480 0,473 0,474 0,006
0,219 0,564 0,578 0,564 0,569 0,008
0,438 0,664 0,635 0,686 0,661 0,026
0,657 0,748 0,815 0,761 0,775 0,035
0,877 0,846 0,832 0,862 0,847 0,015
1,096 0,928 0,953 0,922 0,934 0,016
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Os resultados obtidos demonstraram que todas as substancias
antioxidantes utilizadas como padrao forneceram curvas com boa linearidade e
repetitividade.

Para calcular a percentagem de equivaléncia dos compostos analisados
com relacdo as substancias antioxidantes — acido ascérbico, BHT e quercetina -
foram utilizadas as equacdes das retas obtidas das curvas-padrdo construidas
para cada substancia antioxidante. A absorbancia lida no comprimento de onda
de 695 nm foi aplicada a equacdo da reta e, desta forma, foi obtida a
concentracdo relativa aos controles. A equivaléncia foi calculada dividindo-se a
concentracdo obtida de cada padrdo pela concentracdo usada de cada composto

analisado.

3.2.1.3. Atividade fotoprotetora

Os dados de absorbancia foram registrados em um espectrofotobmetro
Shimadzu (UV-1601).

O EUSOLEX 4360 (p6 branco a levemente amarelado com p.f.= 62-65°C)
foi adquirido do fabricante Hubei Maxipahrm da China.

Preparo da amostra: O EUSOLEX 4360 foi preparado na concentragao de
0,684 mg/mL, em meio etandlico. Foram preparadas solu¢bes nas seguintes
concentracdes: 0,114 mg/mL, 0,228 mg/mL, 0,342 mg/mL, 0,456 mg/mL, 0,570
mg/mL.

Varredura de espectro: Para o EUSOLEX 4360 na concentragao de 0.684
mg/mL, em meio etandlico, foi realizada uma varredura num espectrofotbmetro
utilizando cubetas de quartzo com caminho oOptico de 1cm. A leitura foi realizada
entre 288 nm e 325 nm no qual o valor da absorbancia foi de 3.612.

Construgdo da curva-padréo: Foi realizada uma leitura no
espectrofotdbmetro com as seguintes concentragcdes de EUSOLEX: 0,114 mg/mL,
0,228 mg/mL, 0,342 mg/mL, 0,456 mg/mL, 0,570 mg/mL para a construcédo da
curva padréao.

Para calcular a percentagem de equivaléncia dos compostos analisados
com relacdo ao EUSOLEX foi utilizada a equacéo da reta obtida da curva-padréo
construida para o EUSOLEX na regido de 288 nm. A absorbéancia lida no

comprimento de onda de 288 nm foi aplicada a equacéo da reta e, desta forma,
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foi obtida a concentracdo relativa aos controles. A equivaléncia foi calculada
dividindo-se a concentracdo obtida de cada padréo pela concentragcdo usada de
cada composto analisado.

3.2.1.4. Inibicéo de crescimento celular  ex-vivo

O teste de citotoxicidade por cristal foi realizadosa no Laboratério de
Farmacologia Molecular -FARMOL - da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia pela equipe da Prof.2 Dr.? Andrea Barretto Motoyama.

Linhagem celular: Células de carcinoma mamario (MCF-7) e oral (OSCC -
oral squamous cell carcinoma), gentilmente cedidas pelos professores doutores
Andrea Maranhao e Ricardo Bentes de Oliveira, respectivamente, ambos do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UnB.

Reagentes: Cristal violeta, etanol.

Estocagem: As linhagens foram cultivadas em DMEM, acrescido de soro
fetal bovino e antibi6ticos (penicilina e estreptomicina), em atmosfera umidificada
a 37°C e 5 % de CO,.

Controle positivo:  Paclitaxel.

Controle negativo: Etanol.

Bioensaio: Para os ensaios de citotoxicidade por cristal violeta, foram
plaqueadas 3 X 10* células por poco, em placas de 12 pocos. No dia seguinte,
meio completo contendo composto a ser testado, ou etanol ou 500 nM de
paclitaxel, foram adicionados as células, e o tratamento foi realizado por 24 e 48
h. ApGs esse periodo de incubacéo, as células foram lavadas com PBS, fixadas
em metanol, e coradas com 0,2% de cristal violeta em metanol. Apés lavagens
extensivas com PBS, as células remanescentes foram coletadas em 1 mL de
tampdo de recuperacdo (etanol + 0,2 M citrato de sodio, 1:1), sendo a
absorbancia dessa solucdo medida a 570 nm. Todos os testes foram feitos em

triplicatas.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Extracéo e separacéo dos constituintes do LCC.

O LCC in natura foi extraido da castanha de caju por extracdo continua
em aparelho Soéhxlet, usando etanol comercial como solvente. Em geral os
rendimentos obtidos variam em torno de 30% em relacdo ao peso da castanha,
dependendo do tempo e condi¢bes de estocagem. Para a extragdo da mistura de
acidos anacardicos (15 i-m) foi utilizada a metodologia que emprega a extracdo
quimica com hidréxido de chumbo (TYMAN, 1991). A mistura de &acidos
anacérdicos (15 i-m) foi obtida com 61% de rendimento e caracterizada por meio
de técnicas espectrométricas (ANEXO I, IV p&g.96; RMN *H pag. 97; RMN **C
pag.98).

Analisando o espectro no infravermelho da mistura de acidos anacardicos
(15 i-m) foi observado a estiramento das ligacdes OH na regido de 3459 cm™,
estiramento C-H sp? em 3007, deformacdo axial de C-H de carbonos sp3 nas
regies de 2925 e 2854 cm™. Observa-se ainda, a estiramento da dupla ligacdo
C=0 em 1644 cm™ e estiramento C=C (anel aromético e cadeia lateral) em 1607
e 1452 cm™. O espectro de RMN *H confirma a presenca de duplas ligacdes, pois
na regiao entre & 5,90 e 4,92 sao encontrados multipletos (=CH, =CH,) e a
presenca de sinal caracteristico de hidrogénio ligado a oxigénio O-H em & 11. Na
regido entre & 2,99-2,73 e 2,05-1,96 ocorre a presenca de outros multipletos
caracteristicos dos grupos metilenos e grupo metila. O espectro de carbono
apresenta sinais correspondentes a carbono carbonilico em & 176,8 e carbono
aromatico ligado a oxigénio em & 163,7 (FIGURA 19).
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FIGURA 19. Espectros de RMN *H e **C dos &cidos anacardicos (15 i-m).

Os cardandis (16 i-m) foram obtidos do LCC técnico por meio da técnica
de destilacdo a vacuo (1 mmHg, 218-224°C). E recomendavel que o processo de
destilacdo ndo seja demorado, para evitar reagdes de polimerizagao (1ZZ0O, 1950).
Por esse procedimento, a mistura de cardandis (16 i-m) foi obtida como um dleo
amarelo claro em rendimento de 64,3% e caracterizada por espectroscopia de
RMN 'H e *C (ANEXO I, RMN *H p&g. 117; RMN *3C pag.118).

Analisando o espectro na regiao do infravermelho da mistura de cardanois
(16 i-m), foi observado a presenca de uma banda larga do grupo OH na regido de
3354 cm™ no sinal da deformac&o fora do plano do anel aromético. Em 1455 cm™
encontramos o CHz e na regiao de 2928 temos um sinal um pouco mais largo
caracteristico das ligacdes duplas. O espectro de RMN *H ratifica a presenca de
duplas ligacdes na cadeia lateral, pois na regido compreendida entre d 4,91e 5,42
€ encontrado multipletos e na regido entre & 2,08 e 1,42 apresenta outro
multipleto caracteristico dos grupos metilenos e grupo metila. O espectro de
carbono demonstra o ArOH em & 155,21 (Figura 20).
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FIGURA 20. Espectros de RMN *H e **C dos cardandis (16 i-m).
4.2. ModificacBes Quimicas
4.2.1. Modifica¢des quimicas moderadas

Inicialmente foi optado pela preparacéo de derivados do acido anacardico
(15 i-m). A sequéncia metodoldgica foi iniciada com a reacéo de hidrogenacgéo do
acido anacardico que foi realizada em rendimento de 94%. O produto (15 i) foi
caracterizado por meio de técnicas espectrométricas (ESQUEMA 4) (ANEXO |,
RMN *H pag. 100; RMN **C pag.101).

OH OH
COH
© Pd/C, EtOH COH
_
60psi, 2h
. C15H31-n P . C15H31
15i-m 151

ESQUEMA 4. Preparacao do acido 2-hidroxi-6-pentadecilbenzéico (15 i).
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O espectro no IV do produto (15 i) ndo foi conclusivo em relacdo a
modificagdo realizada. No espectro RMN de hidrogénio foi confirmado a
ocorréncia da hidrogenacéo, porque 0s sinais na regiao entre d 4,98 e 5,84 dos
espectros da matéria prima (15 i-m) referentes as duplas ligacdes da cadeia
lateral e referentes aos carbonos vicinais a estas, respectivamente, desaparecem
totalmente. No espectro de carbono ndo € mais observado sinais adicionais na
regido aromética correspondente as ligacdes duplas da cadeia lateral (FIGURA
21).
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FIGURA 21. Espectros de RMN *H e **C do acido anacardico saturado (15 i).

Para a dimetilacdo do &cido anacardico (15 i) foi utilizado sulfato de
dimetila e hidroxido de sodio, em presenca de catalisador de transferéncia de fase
(Aliquat®) (ESQUEMA 5). Essa reacéo ocorreu de forma bastante eficiente, sendo
o produto purificado por filtragdo rapida em silicagel seguida de recristalizacédo
com rendimento de 96,66%.
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ESQUEMA 5. Preparacao de 2-metoéxi-6-pentadecilbenzoato de metila (47).

Comparando os espectros de RMN do acido anacéardico dimetilado (47)
com o0s espectros da matéria-prima (15 i) observa-se em ambos os casos
(hidrogénio e carbono), a presenca de dois sinais adicionais. Adicionalmente, em
ambas as técnicas de RMN pequenas variacdes nos deslocamentos dos
carbonos e dos hidrogénios do sistema aromatico também observadas. O RMN
'H mostra o desaparecimento do sinal em & 11,00 referente ao hidrogénio do
grupo O-H e apresenta dois singletos, em & 3,89 referente a metoxila e um outro
em & 3,80 referente ao CH3 do éster (FIGURA 22). Quanto ao espectro de RMN
13C, o sinal com deslocamento em & 52,0 referente ao carbono do éster formado e
0 outro com deslocamento em & 55,7 representa o carbono da metoxila (FIGURA
23).
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FIGURA 22. Expanséo do espectro de RMN *H do &cido anacéardico dimetilado (47).
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FIGURA 23. Expanséo de espectro de RMN ** C do &cido anacéardico dimetilado (47).

O anacardato de metila (48) foi obtido via esterificacdo de Fischer, por
refluxo do &cido anacéardico (15 i) com metanol em presenca de quantidade
catalitica de acido sulfurico (ESQUEMA 6). Nestas condic¢des, o éster almejado foi
obtido como um soélido branco com rendimento de 77%, ap0ds recristalizacdo com

hexano.

OH OH
COH \ieoH. nso, COMe
_— >
- CqsHag Refluxo CisHa1
15i

ESQUEMA 6. Preparacao do 2-hidréxi-6-pentadecilbenzoato de metila (48).

O espectro no IV na regido de 1665 cm™ demonstra a obtencdo do éster
(48) (ANEXO I, IV pag.105).

No espectro de RMN *H (FIGURA 24) foi possivel verificar o deslocamento
quimico do singleto referente aos hidrogénios CH3 do éster em 6 3,95. Na analise
de RMN '3C ¢é observado um deslocamento quimico em & 52,0, sinal esse

caracteristico do carbono do grupo metila (FIGURA 25).
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FIGURA 24. RMN * H referente ao singleto éster do &cido anacardico (48).
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FIGURA 25. Expans&o de espectro do de RMN * C referente ao singleto éster do &cido

anacérdico (48).

A acetilacao do &cido tetraidroanacardico (15 i) foi conseguida por meio do
tratamento deste com anidrido acético e piridina (ESQUEMA 7). Sob estas
condicbes, o acido acetilanacardico (49) foi obtido como um soélido branco com

rendimento de 85%.

OH OAc
COH COH
ACZO, Py

- CysHag CisH31
15 49

ESQUEMA 7. Preparacao do acido 2-acetiloxi-6-pentadecil-benzdico (49).
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Nas andlises de espectros de RMN 'H é possivel observar o CH3CO do
grupo acetil em & 2,29 (FIGURA 26). Contudo, o0 RMN *C do acetato, demonstra
a presenca de dois carbonos adicionais um em d 169,6 referente a C=0 e outro
em 9 20,8 ao CH3;C=0.
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FIGURA 26. Espectro de RMN 1H do acido 2-acetiloxi 6-pentadecil-benzéico (49).

Para a producdo do acetato de 48 utilizamos anidrido acético e piridina.
Nessas condi¢des, o 2-acetiloxi-6-pentadecilbenzoato de metila (50) foi obtido
como um solido bege claro com rendimento de 63,8 % (ESQUEMA 8).

OH OAc
COMe COMe
ACzo, Py

CisH31

CisH
28 0 15131

ESQUEMA 8. Preparacao do 2-acetiloxi-6-pentadecilbenzoato de metila (50).

Quando comparamos o espectro de espectro no 1V de 48 (3439 cm™) com
o de 50 podemos observar o desaparecimento do sinal do grupo OH e o
aparecimento do sinal correspondente ao estiramento C=0 do grupo éster em
1766 cm™. O RMN 'H apresenta o sinal do CHs ligado ao C=0O como singleto na
regiao de & 2,25 (FIGURA 27).
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FIGURA 27. Expanséo de espectro de RMN *H do 2-acetiloxi-6-pentadecilbenzoato de
metila (50).

Os cardandis (16 i-m) foram obtidos conforme procedimento descrito no
item 3.1.2.3. A sequéncia se iniciou com a mistura de cardandis (16 i) sendo
submetida a adicdo catalitica de hidrogénio as duplas ligacbes. Diversos
catalisadores metédlicos (platina, paladio, rodio, ruténio e niquel) tém sido
empregados em reacdes de hidrogenacéo. Neste estudo, a hidrogenacgao total da
mistura de cardanodis foi conseguida com rendimento 92% via catalise com
paladio sob carvao (Pd/C) (ESQUEMA 9).

OH OH

Pd/C, EtOH

»
>

60 psi, 2h C.eH
CisHz1-n 16 15771

16 i-m
ESQUEMA 9. Hidrogenacé&o do cardanol.

Na comparacgao dos espectros no IV do produto (16 i) da reagao (cardanol
com cadeia lateral saturada) com a matéria-prima (16 i-m), foi observado a
diminuicdo da intensidade dos sinais referentes C=C regido entre 2800 e 2900
cm™ (ANEXO |, IV pag.119), comprovando que ocorreu a hidrogenacdo. No
espectro de RMN de 'H do produto ndo é mais constatado o multipleto
caracteristico das ligacdes duplas da cadeia lateral na regido entre 5,43 € 5,36 e
também entre 2,07 e 1,97 pm. No espectro de carbono podemos observar que

dois sinais na da ligacdo C=C desaparecem e que varios sinais também
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referentes aos grupos metilenos e grupo metila desaparecem na regido entre
35,8-27,2 (FIGURA 28).
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FIGURA 28: Espectros de RMN *H e **C do cardanol saturado (16 i).

O produto da reacado de hidrogenacdo do cardanol (16 i) foi submetido a
reacdo classica de acetilacdo (anidrido actético em piridina) para fornecer um
sdlido branco (83,83%), caracterizado como acetilcardanol (32) (ESQUEMA 10).

OH OAc

Ac0, Pz

CysH CysH
16 15131 - 15131

ESQUEMA 10. Preparacéo do acetilcardanol (32).

Em comparacdo com o espectro da matéria-prima (16 i), o espectro no IV
do acetilcardanol (32) aponta o desaparecimento da banda na regido 3364 cm™,
correspondente a absorcdo caracteristica de ligagdo O-H de 16 i e o

aparecimento de absorcdes em 1760 cm™ e em 1206 cm™, caracteristicas,
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respectivamente, do estiramento da ligacdo C=0 e do estiramento assimétrico do
éster da ligacdo C-O. Isso permite confirmar que a reacao se processou de forma
efetiva. Por anélise espectroscépica de RMN 'H foi evidenciada a formacdo do
acetilcardanol (32), pois foi verificada a presenca de acetila como um singleto na
regido de © 2,28. J4 a analise do espectro de carbono comprova a presenca do
grupo acetila na regiao 169,42 (C=0) e d 21,02 para o carbono CH3; (FIGURA 29).
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FIGURA 29. Espectro do acetato de cardolila (32) (RMN *H e 300 MHz; RMN *3C 75
MHz, CDCly).

4.2.2. Modificagdes quimicas com maior grau de comp lexidade - Estudos

visando a sintese de derivados 4-hidroxicumarinicos

As modificacdes com maior grau de complexidade visam a preparacdo de
derivados 4-hidroxicumarinicos a partir dos acidos anacardicos (15 i) e dos
cardandis (16 i).

O interesse pelo grupo das 4-hidroxicumarinas (56) originou-se a partir do
isolamento, determinacdo estrutural e sintese do dicumarol (55), identificado
como o agente causador da doenca hemorragica do trevo doce (STAHMANN,
1941), no qual estudos da relagdo estrutura-atividade estabeleceram que a
presenca da subunidade 4-hidroxicumarina (56) (4-HC) consiste no requisito
minimo para a acdo farmacoldgica destas substancias (JANSEN, 1942).
Compostos derivados de 4-HC, utilizados terapeuticamente como agentes

anticoagulantes (antitrombose) e.g. warfarina (57) e acenocumarol (58) (FIGURA
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30), sdo bem conhecidos na literatura e tém sido sintetizados (HARUKI, 1979;
IVANOV, 1990; DEMIR, 1996) e vastamente empregados como raticidas

(HAUSTEIN, 1971; SILVEIRA, 1987).
OH
@ @Ei
56

55
Dicumarol 4-Hidréxi-cumarina
OH CHOCOCH OH CH,OCOCH,
(0] (0] O 0) NO,
57 58
Warfarina Acenocumarol

FIGURA 30. 4-Hidroxicumarina e derivados representativos.

Dentre as metodologias sintéticas descritas na literatura para a obtencéo
da 4-HC (56) encontram-se reacdes de condensacao utilizando o cloreto de
acetilsaliciloila (63) com sais de malonato de etila (ANSCHUTZ, 1909; TARBELL,
1957; KAKIMOTO, 1993) e com acetoacetato de etila (TOMEK, 1974,
YAMAMOTO, 1990), na qual a formacdo e reatividade do cloreto de &cido
apresentam-se como limitacbes para estes métodos. Condensacdes
intramoleculares de acetilsalicilato de metila com sodio fundido (PAULY, 1915;
STAHMANN, 1941), metéxido de sédio (SHELTON, 1944), em acido sulfarico
(IONESCU, 1954) e na presenca de cloreto de aluminio (MATSUI, 1957),
constituem outros métodos para a sintese de 4-hidroxicumarinas (56) (ESQUEMA
11). Entretanto, o emprego de condi¢cdes muito vigorosas leva a formagédo da
cumarina almejada apresenta baixos rendimentos. A literatura ainda descreve a
utiizacdo de acido malbnico com acido salicilico na presenca de acido
trifluoroacético (WOODS, 1965) e com fenol (1), juntamente, na presenca de
cloreto de zinco e oxicloreto de fésforo (SHAH, A. K., 1984) na sintese de 4-
hidréxi-2H-1-benzopiran-2-onas. Oxidagdes biolégicas de cumarinas (59)
utilizando Curvularia lunata (MANDAL, 1990), Aspergilus fumigatus (BYE, 1970) e
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outros microorganismos (EL-SHARKAWY, 1994) tém sido descritas como rotas
para producao de 4-HC (56) (ESQUEMA 11).

@\/\/\L OH CO,H
o o C : :OH

59 ! 3
Curvularia CH,(COzH),
lunata POCI;/ ZnCl, CH,(CO5H),
TFA
OH 0
MCH(CO,Et), Na
cl = X ou NaOMe ™ OMe
AcCH,CO,Et H,SO
oAc 2C0O, o o -2t 7 OAc
&3 56 ou AlCI, 60
4-Hidroxicumarina
CO/Se/DBU
CO,/ K,CO
ou 1) NaH/PhMe/A Zou’ °
CO/Ss/DBU Et,CO3/Na

2) TFA/PhMe/A

o) o) o)
i :OH i :OCONHEtZ i :OH
61 62 61

ESQUEMA 11. Sinteses da 4-hidroxicumarina descritas na literatura.

Com base na revisao da literatura acima descrita, o planejamento sintético
escolhido para os derivados 4-HC do acido anacardico (15 i) envolveu a utilizacdo
de metodologia via a adicdo do magnésio etoximalénico (51) a um anidrido misto
do &cido anacardico (52) (ESQUEMA 12) e via ciclizagdo do acetil-
tetraidroanacardato de metila (50), com sodio metalico (ESQUEMA 13).
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CisH31 C15H3lo
Rs
Ry c
——————— >
OR, o o
Ry =OH, R =H;15i | ERS:COZEHM
a
ER1:OH, R, = Ac; 49 Ry = H; 65

o [
R; = OCOEL, R, = Ac; 52
R, = CH(COEt),, R, = Ac; 53

(a) AgO, Py; (b)Et:N, CICO,C,Hs; (€) EtOMgCH(CQEL),; (d) KOH. MeOH; HO

ESQUEMA 12. Proposta sintética para preparacao de derivados 4-hidroxicumarinicos via

etoximalonato.

C15H310 C15H310H
OR, N
------- >
OR, o Yo
65

R;=H, R, = H;15i
a
R;=H, R, = Ac; 49

[,
R; =Me, R =Ac;50
() AgO, Py; (b) MeOH, HSQy, refluxo; (c) Na, OP#) (c) HO

ESQUEMA 13. Proposta sintética para preparacao de derivados 4-hidroxicumarinicos via

reacao de ciclizacdo com sédio metalico.

Alternativamente, os derivados 4-hidréxi-cumarinicos (66) podem ser
obtidos via a 1-(2-hidroxi-4-pentadecil) acetofenona (54), via ciclizacdo com
Dietilcarbonato e sddio metalico (ESQUEMA 14).
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ESQUEMA 14. Preparacao do 1-(2-hidréxi-4-pentadecil) acetofenona.
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Para o estudo de derivados 4-hidroxicumarinicos a partir do acido

anacardico (15 i) inicialmente foi utilizada a metodologia que emprega magnésio
etoximalbnico (51) (TARBELL, 1957) (ESQUEMA 15). Neste sentido, 0 acetato do

acido tetraidroanacardico (49) foi transformado no anidrido misto correspondente

(52). Este ultimo foi tratado com magnésio etoximaldnico (51), preparado antes do

uso, em tolueno anidro para fornecer o derivado dietiimalonico (53) com

rendimento de 43%. Este dltimo foi submetido a diversos tratamentos com

diferentes bases (e.g. NaOH, KOH, NaOEt) para promover a cicliza¢do, entretanto,

nao foi possivel obter o derivado 4-hidroxicumarinico (64) (ESQUEMA 15).

OAcC OAc O 0]
COH
2 EtsN, CICO,C,Hs o OEt
Tolueno, o° C, 6h }
e CisH31 o CisH3s
COCoHs
A OM94<
51 COCiHs w M. EtOH
OAc O
o o) COE COCoHs
X COCH
CO,Et CoH COEL e
oh pe 15H31
CisH3s
64

ESQUEMA 15. Tentativa de sintese de derivados 4-HC via magnésio etoximaldnico (51).

A formagdo do intermediario 53 foi confirmada por técnicas

espectrométricas. No espectro de IV observamos um sinal em 3448 cm’da
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ligacdo Ar-OH e na regisio de 1743 cm™ pode ser verificada a absorcéo referente
a ligacdo C=0 (éster). O RMN 'H apresenta sinal d 4,19 referente ao hidrogénio
HC(COy),, © 4,22 dos grupos metilenos que aparecem como um quarteto e & 2,52
representado como um singleto referente COCHz. No RMN de carbono podemos
confirmar a formacao do produto, pois temos um sinal em & 168,84 referente ao
ArC=0, em & 166,46 é observado C=0 do grupo acil, em & 160,77 podemos
observar também a presenca das C=0 dos dois ésteres formados (ANEXO I, IV
pag. 113; RMN *H pag. 114; RMN **C pag.115).

De acordo com o planejamento inicial, a substancia (50) foi utilizada com o
intuito de obter um derivado 4-hidroxicumarinico (65). Para isso foi utilizado sédio
metélico e difenil éter com agitacdo e temperatura elevada (220-230°C)
(DEZELIC, 1963) (ESQUEMA 16). Para esse procedimento houve uma adaptacao
no solvente utilizado na literatura, parafina liquida, porque néo dispianhamos deste
solvente. A opcao pelo difenil éter se deu em funcédo do seu elevado ponto de

ebulicao.

OAc
CO,Me
—_—

CisH31
Cq5H3,0H
50 65

ESQUEMA 16. Preparacgéo de derivados 4-hidroxicumarinicos.

Verificado os espectros foi observada que a reacdo n&o ocorreu conforme
o desejado, havendo apenas a recuperacdo da matéria-prima (50). O emprego
dessa metodologia com o0 analogo sem a cadeia lateral levou a formacéo da 4-
HC, confirmando que a presenca da cadeia lateral nos derivados do LCC modifica
a reatividade quimica do sistema salicilico.

Como as varias tentativas de obter os derivados 4-HC segundo o
planejamento inicial ndo lograram éxito, foi proposto um redirecionamento da
proposta sintética. Neste sentido, foi proposta uma nova rota sintética utilizando
acido anacardico (15 i) que foi tratado acido malénico em presenca de &cido
trifluoroacético visando condensacéao e ciclizacao direta de acordo com o descrito
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na literatura para o acido salicilico (3) (WOODS, 1965) (ESQUEMA 17).
Entretanto, mesmo com garantia do padrdo de pureza da matéria-prima (15 i) e
de todos os reagentes (acido trifluoroacético, 4cido malénico), controle rigoroso
da temperatura e utilizacdo de longos tempos de reacao nao se verificou qualquer

vestigio de formacéo da 4-HC almejada (65).

OH
COH  chycoH), TFA RN
N/ -
X >
CisH31
OH
CisH31
15i 66

ESQUEMA 17. Preparacao de 4-HC via acido mal6nico.

Alternativamente, partimos para utilizacdo do cardanol (16 i) como matéria-
prima para producédo de derivados 4-HC. Os registros da literatura para sintese de
4-HC utilizando fendis (1) apontam para o emprego da metodologia via
condensacao da 2-hidroxiacetofenona (61) com dietilcarbonato e ciclizagéo direta
na presenca de sodio metélico (DESAI, 1957) e a rota envolvendo o uso do fenol
(1) com acido malénico e cloreto de zinco fundido em presenca de POCI; (SHAH,
V. R., 1966) (ESQUEMA 18, rota 1 e 2).

OH O
© © Rota 1
N Ola
+ EICO, _©
CisHas
o4 OH
CisH31
A 65
OH

161

Ha1Cy o_ _O
+ CHy(COH)2 +2znCh, + POCEL ——» \f Rota 2
CisH3s
66 OH

ESQUEMA 18. Preparacgéo de 4-HC via dietilcarbonato e &cido maldnico.
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Com o intuito de padronizar e otimizar as condicdes das metodologias
eleitas, inicialmente, as reacdes foram testadas usando como modelo matérias-
primas sem a cadeia lateral (fenol e acetofenona), obtendo-se a 4-HC (56) em
rendimento satisfatorio por duas vias sintéticas distintas (ANEXO |, IV pag. 128;
RMN *H pag. 129; RMN C pag.130).

A partir desses resultados, ambas as metodologias foram empregadas
visando a sintese de derivados 4-HC a partir do cardanol (16 i). Com o cardanol
acetilado (32) em maos, a 1-(2-hidréxi-4-pentadecil) acetofenona (54) foi obtida
com rendimento de 79%, utilizando cloreto de aluminio e aquecimento (ESQUEMA
19).

OAc O OH
AlCI,
— >
CisH31 130¢C CisH31
32 54

ESQUEMA 19. Preparacao da 1-(2-hidroxi-4-pentadecil) acetofenona (54).

No espectro de RMN *H foi verificado um deslocamento para d 2,60 do sinal
correspondente aos hidrogénios COCHs. No espectro de RMN *3C foi identificado
mudanca substancial dos carbonos do sistema aromatico e da ligagdo C=0,
guando comparado com o material de partida, o que € compativel com a formacéao
da cetona aromatica (FIGURA 31, 32).

L A

T T T T T T T T T T
10.0 5.0 0.0

ppm (f1)

FIGURA 31. Espectro de RMN*H(300 MHz, CDCl;) da 1-(2-hidréxi-4-pentadecil)

acetofenona (54).
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FIGURA 32. Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls) da 1-(2-hidréxi-4-pentadecil)

acetofenona (54).

Usando como matéria-prima o derivado 1-(2-hidroxi-4-pentadecil)
acetofenona (54) tentamos produzir os derivados 4-hidroxicumarinicos via reacéo
com dietilcarbonato na presenca de sodio metélico. Infelizmente, apds diversas
tentativas ndo obtivemos os derivados almejados. Partimos entdo para a rota via
ciclizacéo direta com cardanol (16 i) na presenca de &cido malénico recristalizado,
cloreto de zinco fundido e POCI; destilado. Entretanto, essa metodologia também
se apresentou ineficaz quando da utilizacdo do cardanol (16 i) para obter a 4-HC
almejada, mesmo variando-se as condi¢cdes de reacdo (tempo, temperatura e
acido de Lewis) previamente estabelecidas para os fendis sem a cadeia lateral
(ESQUEMA 20).



59

OR

R=H; 161 R=Ac; 32

CHy(COH), CisHz1 AICI5 130°C
POCk, ZnCl,
O OH
H3:Cy O. _O
m
= EtCO;, Na
CisHa1
54

66 OH

ESQUEMA 20. Tentativa de preparacdo da 4-HC.

As matérias-primas, derivados e intermediarios envolvidos no
desenvolvimento dessas sequéncias sintéticas foram submetidos a testes

biolégicos cuja discussao sera objeto da proxima secao.

4.3. Testes Biologicos

4.3.1. Verificacd@o de atividade citotoxica utilizan ~ do como modelo a

toxicidade as larvas de Artemia salina

O bioensaio de letalidade a larvas do micro-crustaceo Artemia salina Leach
€ rapido, de baixo custo e requer pequena gquantidade de amostra. Este ensaio
tem sido utilizado na avaliagdo preliminar de toxicidade, de extratos de plantas,
metais pesados e material dentario (CARBALLO, 2002; MOLINA-SALINAS,
2006).

Neste trabalho foi utilizado o método de Meyer que possui correlagdo com
0s ensaios de citotoxicidade frente a células cancerigenas P338 (MEYER, 1982).

Os resultados apresentados na TABELA 4 revelaram que o acido salicilico

€ inativo e seu andalogo, acido anacéardico saturado exibiu uma significativa
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toxicidade contra Artemia salina, quando comparando com o controle positivo
(dicromato de potassio). De forma geral, as substancias que nao apresentam
cadeia lateral variam a dose eficaz com os diferentes grupos funcionais.
Infelizmente, a grande maioria dos lipidios fendlicos do LCC e seus derivados nao

foram testados contra A. salina devido a insolubilidade nas condicdes do teste.

TABELA 4. Citotoxidade do acido salicilico (3), acido anacardico (15 i) e do &cido
acetilsalicilico (7) contra A. salina.

Composto DLso Intervalo de confianca
ppm ppm
3 INATIVO INATIVO
15 0,252 0,299444 < DLsg < 0,2046014
7 INATIVO INATIVO
K2Cr,07 0,149 0,197568 < DLso < 0,1006989

INATIVO = nenhuma atividade detectada na concentracao = 200 ppm.

4.3.2. Ensaio da reducéo do complexo de fosfomolibd  énio

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas altamente reativas ou
fragmentos moleculares que s&o continuamente produzidos em todos o0s
organismos celulares, como consequéncia da respiracdo aerObica. O termo
abrange varios tipos de metabdlitos de oxigénio reativo que séo definidos como
moléculas que contém um ou mais elétrons desemparelhados, como exemplo,
anion radical peroxila (O, ) e radical hidroxila (-OH). O termo ROS também pode
ser utilizado para ndo radicais como o peréxido de hidrogénio (H20,)
(KARIHTALA, 2007). Na TABELA (5) estéo representadas reacdes que produzem

radicais livres.
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TABELA 5. Formacdo bioldgica das principais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(KARIHTALA, 2007).
Reacéo Producédo de ROS

_ .- Formacao de superoéxido
O+ ——> 0O ¢ P

o Formacao de peréxido de
20, 4+ 2H" — 5 H)0,+ 0O, ¢ P
hidrogénio

FE€*+HO0, — » F&y. OH+OH Reacdo de Fenton

.- Reacéo de Haber- Weiss
O +HXO;, —> -OH+OH + O,

L - arginina——» NO-+ + L - Citrulina Formacao de NO

.- Formacao de peroxinitrito
NO-+ Oy — ONOO saocep

Um dos fatores que contribuem para a oxidagéo biolégica é a presenca de
metais de transi¢cdo no interior da célula (ions de Fe, Cu, Co ou Ni) (MACHLIN,
1987), sendo assim, a ingestdo de antioxidantes naturais, por exemplo, polifénois
consiste em um importante mecanismo antioxidacao celular.

Os metais de transicdo participam da formacdo de espécies reativas de
oxigénio as quais estdo envolvidas no desenvolvimento de diversas patologias,
tais como, o enfisema pulmonar, a doenca de Parkinson, a doenca de Alzheimer,
cancer, a hipertensao arterial sistémica, a aterosclerose, a degeneracdo macular
relacionada a idade e a catarata (GUS, 2006).

Os lipidios sdo compostos presentes em alimentos que se oxidam
facilmente, principalmente, os acidos graxos insaturados e poliinsaturados, e as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Os fosfolipidios, colesterol e triglicerideos
conhecidos como LDL, quando oxidados ndo sdo metabolizados normalmente,
podendo causar o acumulo no organismo (BORGES, 2007).

Antioxidantes naturais ou sintéticos podem formam complexos com metais
de transicdo, impedindo assim, a formacdo de radicais livres. O acido ascérbico
(67) (FIGURA 33), um antioxidante natural, € essencial para a formacéao do tecido
conjuntivo, por exemplo, o colageno. Um adulto deve ingerir 60 mg/dia para
manter uma reserva de 1500 mg. O baixo consumo do &cido ascérbico na

alimentacdo humana pode causar o escorbuto (FIORUCCI, 2003).
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HO OH
67

FIGURA 33. Acido ascérbico.

Esse composto, também conhecido como vitamina C é um 6timo agente
redutor em solugdo aquosa, pois € facilmente oxidado (68) como mostra o
ESQUEMA 23.

OH OH

X 2H" + 2% X

HO OH O 0
67 68

ESQUEMA 21. Oxidag&o do &cido ascoérbico ao acido desidroascorbico.

Dentre os flavondides, uma classe de compostos fendlicos de origem
natural, pode ser citada a quercetina (69) (FIGURA 34) que apresenta a
propriedade de remover os radicais superoxido, oxigénio singleto e peréxidos
lipidicos e inibir a oxidacao das LDL (BATLOUNI, 1997).

69
FIGURA 34. Quercetina

Antioxidantes sintéticos como o butilidroxitolueno (70) (BHT) (FIGURA 35),
o butilidréxianisol (BHA), triidroxibutilfenona (THBP) e o propil galato (PG) séo
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amplamente utilizados pela industria de alimentos. Porém, estudos in vivo
demonstraram que tanto a exposicdo aguda quanto a prolongada a esses
compostos pode causar tumores de figado, pancreas, glandulas, aumento da

formacéo de H,O, e carcinogénese no estdmago de ratos (JARDINI, 2007).

CHs

OH

70
FIGURA 35. BHT.

Recentemente, foi desenvolvido um método para determinar,
quantitativamente a capacidade antioxidante de uma substancia a partir de
método espectrométrico (PRIETO, 1999). Neste ensaio, o molibdénio VI é
reduzido a molibdénio V participando da reacdo como agente oxidante. Sao
avaliados o tempo e a temperatura necessarios para a reducdo do molibdénio.
Esse método foi utilizado com ligeira modificacdo. Apos ser avaliado, demonstrou
que pode ser utilizado como ferramenta preliminar para avaliar o potencial

antioxidante de extratos de plantas e substancias naturais ou sintéticas.

Avaliacdo da atividade antioxidade

A capacidade redutora € obtida a partir da comparacdo dos valores de
absorbancia encontrados para determinada substancia, em comparagdo com o
padrao.

Nos experimentos realizados com os lipidios do LCC e seus derivados, foi
convencionado que seria preparada uma solucdo da amostra a ser analisada, na
concentracdo conhecida de cerca de 1 mg/mL utilizando como solvente etanol. Os
resultados sao apresentados em equivalentes de quercetina, BHT e acido
ascorbico (TABELA 6).



TABELA 6. Equivaléncia das substancias sintetizadas com relagéo ao acido ascérbico,

BHT e quercetina.

Composto Equivalentes em
mg/mL
Concentracéo ABS AA BHT Quercetina
mg/mL
16 i-m
11 0,530 0,150 0,213 0,217
16
1,08 0,432 0,117 0,012 0,133
32
1,25 0,610 0,177 0,378 0,286
15i-m
1,1 0,518 0,146 0,189 0,207
15i
11 0,565 0,162 0,285 0,248
47
1,09 0,520 0,147 0,193 0,209
48
1,08 0,682 0,202 0,526 0,348
49
1,23 0,610 0,177 0,378 0,286
54
1,58 0,675 0,199 0,511 0,342
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A partir dos resultados (TABELA 6), pode ser observado que todas as

amostras analisadas apresentam menor atividade antioxidante que a quercetina

(69) e &cido ascorbico (67). Entretanto a 1-(2-hidroxi-4-pentadecil) acetofenona
(54) teve atividade correspondente a 75,70 % de BHT (70), 2-hidréxi-6-pentadecil-

benzoato de metila (48) teve atividade equivalente 77,12% de BHT, o acido

anacardico (15 i) e o acetato de 3-pentadecilfenol (32) foram as substancias que

exibiram carater antioxidante de 61,96% de BHT.

4.3.3. Avaliagédo da capacidade protetora contra rai

os ultravioleta

O espectro eletromagnético € o intervalo que compreende desde as ondas

elétricas, ondas de radio, infravermelho, a luz visivel, os raios ultravioleta, os raios

X, aradiacdo y e os raios césmicos (FIGURA 36).
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FIGURA 36. Regibes do espectro eletromagnético (Fonte: INPE)

A radiacdo ultravioleta (UV), comprimento de onda de 200 a 400 nm, é
formada por raios invisiveis que penetram na pele. Existem trés tipos de radiacao
UV: UVA, UVB e UVC. A radiacdo UVA, que é equivalente a faixa de
comprimento de onda de 320 a 400 nm, est& relacionada com o bronzeamento,
enquanto a UVB, equivalente a faixa de comprimento de onda de 280 a 320 nm,
esta relacionada ao cancer de pele. Os raios UVC estéo na faixa de 100-280 nm e
sa0 nocivos aos tecidos vivos, entretanto, 0 mesmo € absorvido pela camada de
0z6nio, que € produzida pela radiagdo UVC (COSTA, 1995; KEMENY, 2007).

O sol em excesso é um fator que contribui para o desenvolvimento do
cancer de pele, assim individuos que estédo na faixa de risco, ou seja, as pessoas
que tém sardas ou que ficam expostas muito tempo ao sol tém grande
probabilidade de desenvolver o0s seguintes tipos de cancer. carcinoma
basocelular, espinocelular e melanoma (Fonte: http://www.sbd.org.br, acesso em
8/08/2007). A maioria da populacdo nado utiliza protetores solares e a maior
incidéncia de  cancer de pele estdA na  populacdo branca

(http://www.sbd.org.br/publico/cancer/estatisticas.aspx, acesso em 08/08/2007.).
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Os filtros solares estdo no mercado ha mais de 60 anos e no inicio esses
protegiam apenas contra a radiagdo UVB, mas com novas pesquisas na area foi
constatado que é essencial a protecao contra a radiagdo UVA para minimizar a
incidéncia de cancer de pele (FLOR, 2007).

Diversas moléculas organicas séo utilizadas como bloqueador solar. Na
Europa e nos Estados Unidos se utilizam: &cido para aminobenzoico (PABA),
avobenzona, salicilato de octila e oxibenzona (YAAR, 2007), no entanto, essas
moléculas orgéanicas tém um valor financeiro elevado, assim, a busca por novos
compostos organicos que apresentem tal atividade, tenha baixa toxicidade e custo
reduzido, tem se tornado constante pelas industrias quimicas e pelos
pesquisadores visando favorecer a sociedade.

Para avaliar se 0s compostos preparados apresentam atividade
fotoproterora, foi feita a comparacdo da absorcdo de radiacdo ultravioleta da
solucédo de cada uma com uma solucdo de Eusolex 4360° (71) (FIGURA 37) na
regido de 288 nm. O poder fotoprotetor foi estimado em equivalentes de Eusolex
4360°. Por procedimento semelhante aquele utilizado na avaliacdo da atividade
antioxidante, foram construidas duas curvas-padrdo a partir de solucdes
etandlicas de Eusolex 4360°. A primeira a partir dos dados obtidos através da
analise, no espectrébmetro de UV, no comprimento de onda 325 nm.; para a
segunda, as solucdes foram analisadas no comprimento de onda 288 nm.

O

CH0 ‘ OH

71
Oxibenzona

FIGURA 37. Oxibenzona.
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FIGURA 38. Espectro de varredura do EUSOLEX 4360°, na regido do ultravioleta (400

nm a 200 nm).
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FIGURA 39. Absorbancia do Eusolex 4360%.a 325 e 288 nm.
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FIGURA 40. Absorbancia do Eusolex 4360%.a 325.

TABELA 7. Valores das concentracdes do Eusolex 4360°, das absorbancias na regido de

325, em triplicata, média das absorbancias e desvio padréo.

Concentracfes Absorbancia do Eusolex 4360 ® Média das Desvio
em mg/mL Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 absorbancias Padréo
0,114 0,480 0,463 0,479 0,474 0,009
0,228 0,954 0,942 0,958 0,951 0,008
0,342 1,435 1,406 1,413 1,414 0,015
0,456 1,896 1,883 1,915 1,898 0,016
0,570 2,378 2,338 2,415 2,377 0,038

Eusolex
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FIGURA 41. Absorbancia do Eusolex 4360° a 288.
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TABELA 8. Valores das concentracdes do Eusolex 4360°, das absorbancias na regido de
288, em triplicata, média das absorbéancias e desvio padréo.

Concentragbes Absorbancia do Eusolex 4360 ® Média das Desvio

em mg/mL Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 curvas padréo
0,114 0,725 0,698 0,724 0,715 0,015
0,228 1,435 1,417 1,442 1,431 0,013
0,342 2,148 2,094 2,112 2,118 0,027
0,456 2,783 2,693 2,734 2,736 0,045
0,570 3,177 3,005 3,121 3,101 0,088

Em seguida, para os lipidios do LCC e seus derivados do LCC foram
preparadas solucfes etandlicas que foram analisadas espectrofotometricamente,
numa varredura ente 200 a 400 nm, para definir o maximo de absorcéo e,
consequentemente, estimar a regiao de absorgao (TABELA 9).

Como mostrado na TABELA 9, os resultados mostraram que o acido
anacardico insaturado (15 i-m), acido anacéardico saturado (15 i), 2-hidroxi-6-
pentadecil-benzoato de metila (48), o acido 2-acetiloxi-6-pentadecil-benzdico (49),
1-(2-hidréxi-4-pentadecil) acetofenona (54) e LCC natural absorvem na regido
UVB. Dessa forma, a solucéo foi analisada em 288 nm e o valor encontrado foi
extrapolado para a curva-padrao do Eusolex, obtida no comprimento de onda 288
nm. O cardanol insaturado (16 i-m), cardanol saturado (16 i), acetato de 3-
pentadecil fenol (32), 2-metdxi-6-pentadecil benzoato de metila (47) e o LCC
técnico apresentaram maximos de absorcédo na regido do UVC e, portanto, nao

foram analisados.
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TABELA 9. Valores de absorcdo de UV dos derivados do LCC.

Substancia Absorcao
uv maximo

(nm)
16 i-m uvC 2825
16 uvC 279.5
32 uvC 263.0
15i-m uvB 310
15i UvB 306.5
47 uvcC 283.0
48 uvB 311.0
286.0
49 uvB 308.0
uvC 276.5
54 uvB 315.5
uvcC 265.0
LCC natural UvB 310.5
uvC 283.5
LCC técnico uvC 283.0

TABELA 10. Atividade fotoprotetora UVB dos derivados do LCC em equivalentes de
EUSOLEX4360°.

Substancia mg/mL ABS Equivalente ao
Eusolex em
mg/mL (288 nm)

15 i-m 0,147 1,136 0,176
15i 0,147 0,94 0,139
48 0,218 1,321 0,210
54 0,136 1,852 0,310

LCC natural 0,286 1,623 0,267

As solugbes do &cido anacéardico insaturado (15 i-m) e 1-(2-hidroxi-4-
pentadecil) acetofenona (54) mostraram atividade de absorcéo na regido do UVB
superior aquela apresentada pelo EUSOLEX (TABELA 10). Testes adicionais
poderdo ser realizados para verificar a potencialidade dessa substancia como
fotoprotetora. O acido anacéardico insaturado (15 i-m), saturado (15 i) e
esterificado (48) também possui absor¢do na regido UVB, assim essas
substancias tém potencial para serem usadas como fotoprotetoras, entretanto,

necessitardo ser avaliadas quanto a toxicidade.
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4.3.4. Avaliagao da atividade inibidora de crescime  nto celular ex vivo em

linhagens de células tumorais

O cancer € uma doenca que a cada ano mata 7 milhdes de pessoas
mundialmente e no Brasil a estimativa para 2008 € de 466.730 casos novos de
cancer (AZEVEDO, 2006).

As células cancerosas tém um estagio de crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e morte. Quando ocorre uma alteracdo externa ou interna na célula,
essa consegue contornar o obstaculo formado. Entretanto, quando a célula néo
se adapta as modificacbes ocorridas comeca a formacéo do cancer (BELIVEAU,
2007).

Alguns mecanismos foram propostos para entender o desenvolvimento do
cancer: Uma hipotese € que o0 cancer surja a partir de uma simples célula
diferenciada por mutacdes. A deterioracdo da comunicacdo de célula por célula
também tem sido postulado como uma causa do cancer. Também podemos citar
a metilacdo do DNA e remodelamento da cromatina (DUCASSE, 2006). Muta¢cdes
e anormalidades genéticas observadas em células cancerosas podem ser
causadas por fatores ambientais, e.g., substancias quimicas carcinogénicas,
fatores de estilo de vida tais como: consumo de alcool ou de cigarro, abuso de
drogas (GRANDICS, 2006). Contudo, o cancer também pode ser desenvolvido
por alimentacdo deficiente, exposicdo aos raios UV sem protecdo para a pele,
infeccdes, fatores hereditarios, obesidade, falta de exercicios fisicos, pratica
sexual sem protecdo e exposi¢cdo ocupacional (AZEVEDO, 2006; BELIVEAU,
2007).

A célula tumoral possui as seguintes caracteristicas: crescimento
anarquico, ndo obedecem as ordens de parada de crescimento, resisténcia a
auto-destruicdo por apoptose, imortalidade e invasédo, e colonizagéo dos tecidos
do organismo (BELIVEAU, 2007).

Para o tratamento do cancer podemos citar: a cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia (BELIVEAU, 2007). A melhor maneira de prevencdo ao cancer é
pela alimentacdo saudavel e fazendo exercicios fisicos regularmente. Pela
alimentacdo podemos citar algumas substancias fitoquimicas anti-tumorais, tais
como: Curcuma (Curcumina), morango (Acido Elagico), Cha Verde

(Epigalocatequina—3—Galato), Soja (Genisteina), Tomate (Licopeno), Uvas
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(Resveratrol), Citricos (Limoneno), Alho (Dialil Sulfeto), Repolho (Indol-3—
Carbinol) e Brdcolis (Sulforafano) (BELIVEAU, 2007).

Nesse trabalho, os lipidios do LCC e seus derivados foram submetidos a
avaliacdo antitumoral com células cancerosas de boca e de mama. Os testes
foram realizados no FARMOL pela Prof2 Dr.? Andrea Barretto Motoyama. Os
GRAFICOS 1 e 2 apresentam os resultados dos testes de citotoxicidade por
cristal violeta realizados com células OSCC (FIGURA 42) e MCF-7 (FIGURA 43),

respectivamente.

Leitura 24h e 48h - OSCC

1.2

1 T I -

0,8 - 1“
B o ' .
% ‘ | @24h
8 04 | T ' m48h
(o]
2 g2 {r i
< | Ti

O_ T I i i i i i i

LCC LCC

15i 16i 47 15i-m 32 54 16i-m 48 Téc. Nat

CN CP

FIGURA 42: Teste de citotoxicidade por cristal violeta em células OSCC (CN= controle
negativo e CP = controle positivo).

O teste de citotoxicidade por cristal violeta com OSCC em 24h demonstra
que 0s compostos com maior atividade quando comparados com o controle
positivo foram: acido anacardico saturado, cardanol saturado, 1-(2-hidroxi-4-
pentadecil) acetofenona e 2-hidroxi-6- pentadecilbenzoato de metila. Com o teste
realizado em 48 h a substancia que apresentou maior atividade quando

comparada com o controle positivo foi a 1-(2-hidréxi-4-pentadecil) acetofenona.
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Leitura 24h e 48h - MCF-7
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FIGURA 43: Teste de citotoxicidade por cristal violeta em células MCF-7 ( CN= controle
negativo e CP = controle positivo).

O teste de citotoxicidade por cristal violeta com leitura realizada apos 24 h
com células mamarias MCF-7 demonstra os compostos que apresentaram maior
atividade quando comparados com o controle positivo foram: cardanol saturado e
2-metoxi-6-pentadecil benzoato de metila. Com leitura realizada a 48h os

compostos 2-hidroxi-6- pentadecilbenzoato de metila e LCC técnico foram as que
apresentaram atividade antitumoral.



Conclusdes e Perspectivas



75

5. Conclusdes e perspectivas

As modificacdes parciais dos lipidios do LCC foram realizadas com éxito e
os derivados planejados foram obtidas com rendimento satisfatério. J4 o estudo
de preparacdo de derivados 4-hidroxicumarinicos ndo conduziu ao resultado
desejado.

Somente foi possivel realizar o ensaio de Artemia salina com o acido
anacardico, pois a cadeia lipossoluvel impediu a solubilidade necessaria para a
realizacdo do experimento. Contudo, podemos notar que o0 acido
tetraidroanacardico possui alta atividade frente ao ensaio com A. salina.

Paralelamente, foi desenvolvido um novo procedimento com base na
propriedade redutora do complexo de fosfomolibdénio. Na validacdo esse
procedimento se mostrou eficaz podendo ser aplicado para teste de atividade
antioxidante. Dentre as substancias estudadas, a cetona do cardanol, o éster do
acido anacardico saturado, o &cido anacérdico e o cardanol acetilados foram as
substancias que exibiram um carater antioxidante proximo ao do BHT.

O teste de citotoxicidade por cristal violeta com OSCC demonstrou que as
substancias com maior atividade foram: Acido 2-hidréxi-6-pentadecilbenzoéico (15
i), 3-Pentadecil fenol (16 i), 1-(2-hidréxi-4-pentadecil) acetofenona (54) e 2-
hidroxi-6- pentadecilbenzoato de metila (48). JA o teste de citotoxicidade com
células mamarias MCF-7 demonstrou de modo geral os compostos que
apresentaram atividade foram: 3-Pentadecil fenol (16 i), 2-metéxi-6-pentadecil
benzoato de metila (47) e LCC técnico.

Na varredura de espectrofometria o 2-hidroxi-6- pentadecilbenzoato de
metila (48) apresentou dois sinais na regido do UVB e uma banda larga de
absorcdo. Dentre as substancias verificadas essa € a que apresentou a maior
protecdo no UVB.

Para melhorar os resultados sintéticos pode ser feito uma ozondlise da
cadeia lateral dos lipidios do LCC para verificar a influéncia desta na reatividade
qguimica e, posteriormente, tentar contornar os problemas encontrados na sintese
dos derivados 4-hidroxicumarinicos. Essa clivagem na cadeia lateral

provavelmente possibilitara também a preparacéao de novos derivados dos lipidios
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do LCC com solubilidade adequada para a realizacdo do ensaio com Artemia
salina.

Os resultados preliminares dos ensaios bioldgicos se mostraram
promissores, sugerindo que possiveis modificagcdes quimicas nessas substancias
podem proporcionar melhoraria na atividade destes tipos de compostos, inclusive

frente a testes com células cancerosas.
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6.Dados Fisico-Quimicos

6.1. Acido 2-hidroxi-6-pentadecilbenzdico (acido te  traidroanacardico)

OH
CO,H

- CysHazg
15i

Caracteristica: soélido branco, solduvel em hexano.

Faixa de Fusdo: 88-90°C.

IV (KBr, vmax , cm™) 3422, 3056, 2917, 2850, 1655,1604, 1466, 1446, 1308, 1248,
1220.

RMN 'H [300 MHz, CDCls, & (multiplicidade, J) ]:  11(s;OH); 7,36 (t; 7,83; ArH);
6,87 (d; 8,38; ArH); 6,77 (d; 7,49; ArH); 3,00-2,97(m, CH,);1,62-1,58 (m,CH,),
1,35-1,28 (bl, CH,, cadeia alifatica); 0,87(t,CHy).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): 176,3; 163,6; 147,9, 135,5; 122,8; 115,9; 110,4; 77,4;
77,0; 76,6; 36,4-22,6; 14,1.
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6.2. 2-MetOxi-6-pentadecil benzoato de metila

OMe
CO,Me

CisH
47 15M131

Caracteristica: so6lido amarelo claro, soltvel em hexano.
Faixa de fusdo: 85-86°C.

IV (KBr, vmax , cm™): 3435, 2918, 2850, 1763, 1655, 1605, 1466, 1447, 1308,
1248, 1220, 1206, 1047, 880.

RMN *H [300 MHz, CDCl3, & (multiplicidade, J) ]: 7,24 (t; 7,63; ArH); 6,81 (d;
7,72; ArH); 6,74 (d; 8,33; ArH); 3,89 (s, OCHs); 3,80 (s, OCHgs); 2,56-2,51 (m,
ArCHy); 1,60-1,52 (m, CHy); 1,33-1,26 (bl, CH>); 0,88 (t; CHs).

RMN *3C (75 MHz, CDCl3): 168,8; 156,2; 141,3; 130,1; 123,4; 121,4; 108,2
(Regido olefinica); 55,7; 52,0; 33,4-22,6; (Regiao alifatica); 14,0.
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6.3. 2-hidroxi-6-pentadecil-benzoato de metila

OH
CO,Me

CisHa3g
48

Caracteristica: soélido amarelado, soluvel em hexano.

IV (KBr, Vmax , cm™): 3439: 2916; 2851; 1665; 1606; 1578; 1472; 1449; 1337;
RMN *H [300 MHz, CDCl3, & (multiplicidade, J) ]: 7,28 (t; 7,53; ArH); 6,83 (d;
7,09; ArH); 6,77 (d; 7,09; ArH); 3,95 (s; OCHj3); 2,56-2,51 (m, ArCHy); 1,60-1,52

(m, CHy): 1,33-1,26 (bl, CH,): 0,88 (t; CHa).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): 171,9; 162,5; 146,1; 134,1; 122,38; 115,5; 111,8;
(Regido olefinica); 52,0; 36,6-22,7 (Regido alifatica); 14,1.
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6.4. Acido 2-acetiloxi-6-pentadecil-benzoéico

OAcC
CO-H

CysH
29 15M31

Caracteristica: solido bege, soluvel em hexano.
Faixa de ponto: 70-72°C.

IV (KBr, Vmax , cm™): 3435; 2918; 2850; 1763; 1655; 1605; 1466; 1447; 1308;
1248; 1220; 1206; 1047; 880.

RMN *H [300 MHz, CDCls;, & (multiplicidade, J) : 6,7 (d; 6,81; ArH); 6,86 (d;
7,52; ArH); 7,39 (t; 7,85; ArH); 2,29 (s, COCHz); 1,30-1,24 (bl, CH,, cadeia
alifatica); 0,88 (t;CHy).

RMN *3C (75 MHz, CDCl3): 171,6; 169,6; 148,4; 143,4; 131,1; 127,5; 120,4
(Regido olefinica); 33,8 -20,9 (Regiéo alifatica); 14,1.
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6.5. 2-acetiloxi-6-pentadecilbenzoato de metila

OAc
COo,Me

CisH
0 15M31

Caracteristica: sélido marrom, solivel em hexano.
IV (KBr, Vmax , cm'l): 3552; 3479; 3413; 2954; 2919; 2850; 1766; 1726
RMN *H [300 MHz, CDCls, & (multiplicidade, J) ]: 7,33 (t; 7,75; ArH); 7,10 (d:

7,75; ArH); 3,87 (s; OCHg); 2,25 (s; COCHg); 1,30-1,24 (bl, CH,, cadeia alifatica);
0,88 (t;CHa).
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6.6. Dietil [2-(acetiloxi)-6-pentadecilfenillcarbon il propanedioato

OAc O
CO,Et

Caracteristica: soélido marrom.

RMN *H [300 MHz, CDCls, & (multiplicidade, J) |: 7,41 (t; 7,95; ArH); 7,15 (d;
7.34; ArH); 7,01 (d; 7,13; ArH); 4,21 (q; 7,13; CHy); 2,30 ( s; CH3CO); 2,68 (t; 2,27,
CH>Ar); 1,37-1,25 (bl,; CHy; cadeia alifatica); 0,88 (t; CHz).

RMN *3C (75 MHz, CDCls,): 168,8; 166,5; 160,8; 148,6; 148,4; 143,7; 131,7; 127,3;
123,4; 120,58 egiado olefinica); 77,4; 76,9; 76,6; 41,5; 29,5; 41,5-13,9 (Regido
alifatia); 13,9.

6.7. 3-Pentadecil fenol (cardanol saturado)

OH

- CysHag
161

Caracteristica: solido branco , solivel em hexano.

Faixa de fusdo: 53-53.5°C.

IV (KBr, Vmax , Cm'l): 3364, 2951, 2915, 2848, 1618, 1586, 1499, 1463, 1365.
RMN *H [300 MHz, CDCls, & (multiplicidade, J) ]: 7,26 (s; ArOH); 7,14 (t; 7,51;
ArH), 6,76(d; 7,53; ArH); 6,64 (d; 7,56; ArH); 2,55 (t; ArCH,-); 1,70-1,62 (m, -CHy);

1,29-1,25 (bl; CH,; cadeia alifatica); 0,88 (t; CHs).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): 155,2; 144,9; 129,4; 120,9; 115,4; 112,5; 35,8-22,7;
14,1.



6.8. Acetato de 3-pentadecilfenol

OAc

CisH
39 15131

Caracteristica: soélido branco, solduvel em hexano.
Faixa de fusdo: 53-53,5°C).

IV (KBr, vmax , cm™): 3443, 2916, 2849, 1760, 1615, 1587, 1541, 1488, 1471,
1370, 1206.

RMN *H [300 MHz, CDCls, & (multiplicidade, J) ]: 7,25 (t; xxx, ArH); 7,04(d; 8,06,
ArH); 6,89 (m, 7,41; ArH); 2,60 (t; ArCH>-); 1,63-1,60 (t, -CH,-); 1,30-1,28 (bl; CHy;
cadeia alifatica); 0,88 (t; CH3)

RMN *3C (75 MHz, CDCls): 169,4; 150,6; 144,6; 128,9; 125,8; 121,3; 118,6; 35,6-
21,0; 14,0.
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6.9. 1-(2-hidroxi-4-pentadecil) acetofenona

O OH

CisHa31
54

Caracteristica: sélido marrom claro, sollivel em hexano.
Faixa de fusdo: 41-42°C).

IV (KBr, vmax , cm™): 3439, 2917, 2849, 1638, 1619, 1573, 1471, 1366, 1326,
1249, 1227, 1147.

RMN *H [300 MHz, CDCl3, & (multiplicidade, J) ]: 12,28 (s. OH); 7,62 (d, 8,15,
ArH); 6,79 (s, ArH); 6,71 (d, 7,12, ArH); 2,60 (s. COCHy3); 1,63-1,25 (bl, CH,,
cadeia alifatica) ; 0,87(t; CHz).

RMN C (75 MHz, CDCls): 204,1; 162,7; 153,2; 130,8; 119,8; 119,87; 117,9;
36,5-22,9; 14,4.
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SYNTHESIS AND PHARMACOLOGICAL EVALUATION OF 4-
HYDROXYCOUMARIN DERIVATIVE DESIGNED FROM CARDANOL

WELLINGTON ALVES GONZAGA (PG)%; DAMARIS SILVEIRA (PQ)?; LUIZ
ANTONIO SOARES ROMEIRO(PQ)*; AND MARIA LUCILIA DOS SANTOS(PQ)*

!Laboratério de Isolamento e Transformacéo de Moléculas Organicas, Instituto de
Quimica, Universidade de Brasilia, Campus Darcy Ribeiro, Brasilia-DF, CEP:
70904-974.

’Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Campus Darcy
Ribeiro, Brasilia-DF, CEP: 70904-974.

3Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas, Universidade
Catolica de Brasilia, QS 07 lote 1, EPCT, Aguas Claras, Taguatinga — DF, 72966-
700.

Cardanol, a natural non-isoprenoid lipid of cashew (Anacardium occidentale) nut-
shell liquid (CNSL), is found in high amount in the technical CNLS, a byproduct of
the cashew nut toasting. Due to demand for new chemical entities (NCESs), the
current study focuses on the synthesis of new 4-hydroxycoumarin (4-HC)
derivative from cardanol. Since compounds containing the subunit 4-HC have
shown to exhibit anti-inflammatory, antiviral and antitumoral activity, the
synthesized compound will be bioassayed in order to establish its pharmacological
profile. The synthetic methodology for 4-HC include classical organic reactions
e.g., catalytic hydrogenation, acetylation, and Fries’ rearrangement. All
compounds involved in this study will be evaluated by means of Brine Shrimp
Lethality Test (BST). The Brine shrimp (Leach) lethality assay has been used as
model for measure cytotoxic, anti-oxidant, antitumoral, and insecticide activity. To
establish if the 4-HC moiety is essential for the activity as well as if the long side-
chain play any role on the biological activity, BST screening was performed with 3-
pentadecylphenol, 1-(2-hydroxy-4-pentaphenyl)ethanone, 4-HC derivative, the
mixture of cardanol (monoene, diene, and triene), and its commercial available
analogues (without long side-chain). The compounds were characterized by IR, *H
and C-NMR spectra data. Preliminary biological results showed that compounds
with C15 side-chain group are significantly higher potent than commercially
analogues. The synthesis of 4-HC derivative from of the cardanol may provide
lead compounds for development of novel bioactive compounds.

Financial Support: 1Q/UnB and FINEP (Process CT-INFRA 970/2001). The
authors are indebted with Professor Dr. Inés Sabioni Resck, 1Q-UnB.
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Estudos visando a sintese e avaliacdo farmacologica
hidroxi-cumarinicos planejados a partir dos lipideo
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de derivados 4-
s fendlicos do LCC.
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Introducao |

O interesse pelo grupo das 4-hidroxi-cumarinas
originou-se a partir do isolamento, determinacdo
estrutural e sintese do dicumarol, identificado como
0 agente causador da doenca hemorragica do trevo
doce, onde estudos da relagdo estrutura-atividade
estabeleceram que a presenca da subunidade 4-
hidroxicumarina consiste no requisito minimo para a
acdo farmacoldgica destas substancias.

Derivados 4-hidroxi-cumarinicos, utilizados
terapeuticamente como agentes anticoagulantes,
e.g. warfarina e acenocumarol, sdo bem conhecidos
na literatura e tém sido sintetizados e vastamente
empregados como raticidas.

Outros perfis de acdo farmacolégica de derivados
4-hidroxi-cumarinicos foram avaliados como anti-

inflamatérios,  antimitéticos, imunoldgicos e
antitumorais e recentemente ha um grande
interesse  em derivados caracterizados como
inibidores da enzima HIV integrase, agentes

antivirais e inibidores de NA(P)H.

O presente estudo tem por objetivo a preparacgéo e
avaliagdo farmacoldgica de derivados 4-hidroxi-
cumarinicos planejados a partir dos lipideos
fendlicos ndo-isoprendides do LCC.

Resultados e Discussao |

A seqUéncia sintética se inicia com a
hidrogenagéo catalitica do acido anacéardico (1)
extraido quimicamente do LCC in natura’. Na
primeira rota sintética, o &cido tetrahidroanacérdico
(2) foi acetilado e tratado com cloroformiato de etila
para a formacédo do anidrido misto (4). O cetoéster 5
foi, inicialmente, submetido a condi¢Ges basicas,
porém nao foi observado qualquer trago de produto
contendo a subunidade 4-hidréxi-cumarinica,
conforme descrito por Tarbell’. Por outro lado,
guando tratado sob condi¢cdes acidas (CF;CO;H)
observou-se a formagdo de um produto cuja
andlises espectroscépicas preliminares sugerem o
composto ciclico 6a. Na segunda rota sintética, o
acido anacardico hidrogenado foi submetido a
ciclizacdo com acido malbnico em presenca de
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acido trifluoracético, para obtencéo direta 6b em 59
% de rendimento. Os produtos foram caracterizados
por meio de espectroscopia no IV e RMN 'H e **C.

OH OH OAc
COH a COH ) CO,H
CisHa1n CisHay CisHa
1 2 3
f
l c

CisHzn O OAc O OAc (_‘) (_‘)
R COEt S
€ O OEt
-
< COLE
0 o CisHz CisHz

6a: R=H 5 a
6b: R = CO,Et

Esquema 1. Reagentes e condi¢bes: a) H,, Pd/C, EtOH,
60 psi, 98%; b) Ac,0, piridina; c) EtsN, CICO,Et, tolueno,
0°C; d) EtOMgCH(CO,Et),; €)CF3CO,H f) CH,(CO,H),,
CF3;CO,H.

Conclusodes

A partir do &cido anacardico hidrogenado foi
realizado uma ciclizagdo em Unica etapa, usando
reagentes comercialmente disponiveis e de baixo
custo.

Tendo o dominio dessa transformacgéo, novos
derivados 4-hidréxi-cumarinicos serdo preparados
dos lipideos fendlicos do LCC visando a avaliagao
do perfil farmacoldgico.
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