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RESUMO

A diversidade quimica dos produtos naturais € utilizada atualmente no planejamento
de farmacos. A kava-kava (Piper methysticum Forst) € uma planta que possui
diversos efeitos farmacoldgicos, principalmente ansioliticos, sendo estes atribuidos a
presenca de kavalactonas. O objetivo deste trabalho foi realizar a sintese de
kavalactonas e analogos e submeté-los a uma triagem farmacolégica para
identificacdo de candidatos a protétipos de farmacos ansioliticos. Através de uma
reacdo de condensacao aldélica foram obtidos trés analogos do tipo 4-hidroxi-o-
valerolactona, com rendimentos de 70 a 90%. Estes foram submetidos a uma reacéao
de O-metilacéo, gerando duas kavalactonas e um analogo do tipo aril-a-pirona, com
rendimentos de 68 a 86%. Estudos para a obtencdo de andlogos substituidos do
cinamaldeido, para posterior emprego na sintese de andlogos da kavaina, foram
realizados, sem sucesso, empregando-se condensagdo alddlica e reagdes de
reducao e oxidacado. Das substancias sintetizadas, quatro delas foram submetidas
ao modelo do labirinto em cruz elevado, na dose de 30 mg/kg i.p.: LaSOM 1
(analogo nao O-metilado da kavaina), LaSOM 29 (kavaina), LaSOM 40 (analogo da
kavaina sem grupo etileno unindo os anéis) e LaSOM 76 (diidrokavaina). LaSOM 76
aumentou o numero de entradas e tempo de permanéncia no braco aberto,
enquanto LaSOM 1 reduziu o numero de entradas no brago fechado e aumentou o
tempo de permanéncia no bragco aberto. LaSOM 1 e LaSOM 76 nao alteraram a
atividade locomotora espontadnea. LaSOM 76 nao alterou a laténcia e duracéo do
sono induzidos por pentobarbital, enquanto dados anteriores do laboratério
demonstraram que LaSOM 1 reduziu a laténcia. Nenhum das quatro substancias (10
— 100 pM) inibiu a ligacdo de [°H]-flunitrazepam em membranas sinaptossomais de
cértex cerebral de ratos. Concluiu-se que os métodos empregados para a sintese
das lactonas planejadas foi adequado, porém néo foi possivel realizar a sintese de
analogos do cinamaldeido. LaSOM 76 apresentou efeito do tipo ansiolitico no
labirinto em cruz elevado, sem apresentar efeito hipnético-sedativo. LASOM 1
parece ter um efeito ansiolitico menos evidente. Os efeitos observados ndo sao

mediados pela ligacao ao sitio benzodiazepinico do complexo receptor GABAA.
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ABSTRACT

Synthesis and Pharmacological Evaluation of Kavalactones and Analogous,
the Candidate Prototype Anxiolytic Drugs

The chemical diversity of natural products is currently used in drug design. Kava-
kava (Piper methysticum Forst) has several pharmacological effects, especially
anxiolytic-like effects, which are attributed to the presence of kavalactones. The aim
of this work was the synthesis and pharmacological evaluation of kavalactones and
analogues in order to identify new candidates to prototypes of anxiolytic drugs. Three
similar type 4-hydroxy-d-valerolactones were obtained, through an aldol
condensation reaction, with yields of 70 to 90%. These lactones were subjected to a
reaction of O-methylation, with yields of 68 to 86%. Studies to obtain analogues of
substituted cinnamaldehyde, for later use in the synthesis of kavain were made,
without success, using the aldol condensation and reduction reactions and oxidation.
LaSOM 1, LaSOM 29, LaSOM 40 and LaSOM 76 (30 mg/kg, i.p.) were evaluated in
the elevated plus-maze, an animal model of anxiety. LaSOM 1 reduce the number of
entry in the closed arms and increased the permanence time in the open arms.
LaSOM 76 increased the number of entry and permanence time in the open arms.
Both molecules did not alter spontaneous locomotor activity. LaSOM 76 did not alter
the latency and duration of sleep induced by pentobarbital while previous studies
from our group demonstrated that LaSOM 1 induce a latency reduction. None of the
four substances (10 — 100 uM) inhibited the binding of [*H]-flunitrazepam in rats
cortex synaptosomal membranes. In conclusion, the methods employed for the
synthesis of lactones planned was adequate, but could not perform the synthesis of
analogues of cinnamaldehyde. LaSOM 76 (dihydrokawain) showed an anxiolytic
effect without inducing hypnotic-sedative effects. LaSOM 1 seems to have a discrete
anxiolytic effect. These effects are not mediated by action on the benzodiazepine site
of GABAAa receptor.

Keywords: kavalactones, kawain, dihydrokawain, organic synthesis, elevated plus

maze, anxiolytics






LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1: Esqueleto basico presente na estrutura das kavalactonas. ..................... 5
Figura 1.2: Kavalactonas majoritarias em Piper methysticum Forst............cccccuuveunnee 5
Figura 1.3: 4-oxo-3-valerolactonas SintetiCas. ........cooovueeeeiiiiiieieiieee e 6
Figura 1.4: d-valerolactonas sintéticas analogas a molécula 8............ccccccceeveeeeeennnes 7
Figura 1.5: Estrutura quimica dos analogos aril-etileno-a-pirona 21 e 22................... 7
Figura 1.6: Derivados kavaina-like SintétiCos. ... 8
Figura 2.1: Estrutura quimica da diidrokavain-5-0l...........ccccecuviiiiiiiiiecniiecc e 33

Figura 2.2: Possibilidades de locais para modificagdo estrutural nas kavalactonas.34

Figura 2.3: Planejamento das kavalactonas € analogos. ...............eeveeeeeeviieieneeenennnns 35
Figura 3.2: Moléculas selecionadas para avaliagdo farmacolégica..........ccccceeeeeeennn. 65
Figura 3.3: Labirinto em Cruz Elevado. ..o 67

Figura 3.4: Esquema empregado para avaliagdo do efeito ansiolitico através do
|abirint0 €M CrUZ €lEVAdO0. .......uiiiiiiiiiiiie e seseensnnnnnnees 68
Figura 3.5: Esquema empregado para avaliacdo do efeito sedativo através do teste
de potenciacao do sono barbitlriCo..........coeevveeeiiiiiiiie e, 69
Figura 3.6: Teste de Exposigdo ao Campo ADErO. .......cooviiiiiiiiiiiiieeeiieeeeeee e 70
Figura 3.7: Esquema empregado para avaliacdo do efeito sobre a atividade
locomotora através do teste de exposicdo ao campo aberto. ..........eveeeeeeiieeeeeeinnnnen. 71
Figura 3.8: Efeito de LaSOM 1 no labirinto em cruz elevado, em valores absolutos.

Figura 3.10: Efeito de LaSOM 29 no labirinto em cruz elevado, em valores
=L 015 ] 1) 0 13U 74
Figura 3.11: Efeito de LaSOM 29 no labirinto em cruz elevado, em valores
[OL=T (1= (1 = 1 R 75
Figura 3.12: Efeito de LaSOM 40 no labirinto em cruz elevado, em valores
=L 015 ] 1) o 13U 75
Figura 3.13: Efeito de LaSOM 40 no labirinto em cruz elevado, em valores
[OL=T (1= (1 = 1< SO 76



Figura 3.14: Efeito de LaSOM 76 no labirinto em cruz elevado, em valores

=1 0 1Yo 1] (0 1SRN 77
Figura 3.15: Efeito de LaSOM 76 no labirinto em cruz elevado, em valores

QLS e1T o] (= U< PP 77

XIl



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ......ccieeerererereessssssasasasasasasasssassssssssssssssesssenssssssssssssssssssssssssasasasasans 1
1.1  OBUETIVOS ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eennnes 9
1.2. REFERENCIAS........oooeieeceeeeeeeeeee et 10

2. CAPITULO I: SINTESE DE KAVALACTONAS E ANALOGOS........ccoreeureeurenens 13
2.1, INTRODUGAO ...ttt ettt n st neeee e e eeneas 15
2.1.1. Sintese de KavalaCtONas ........cceeeieiiiiiiiiiiieee et e e e 15

2.1.1.1. Sintese de kavalactonas por reagéo de ReformatsKi.............cccceeeeeeenn. 15
2.1.1.2. Sintese de kavalactonas a partir de 4-hidroxi-2-pironas............ccccceeee.... 17
2.1.1.3. Sintese de kavalactonas por reagao de hetero Diels Alder ................... 27
2.1.1.4. Sintese por reducao catalitica a partir de kavalatonas .............cccccee..... 29
2.1.1.5. Métodos diversos para sintese de kavalactonas ..........ccccoeeiuiiiieeennenn. 30
2.2. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cooeieeicteieieiieeeeiete e 34
2.2.1. Génese das kavalactonas € analogos .........cooeeiuviiiiiiieeeeeeeieeeee e 34
2.2.1. Sintese das lactonas para avaliagdo farmacoldgica ...........ccccvveveeeeeeeeennnnnes 36
2.2.2. Obtencgdo de analogos do cinamaldeido..........ccueeieiiiiieiiiiiieeeee e 41
2.2.3. Obtencédo de bioisOsteros das kavalactonas...........ccccceeeiiiiiiiiiiiieeiee s 45
2.3. MATERIAIS E METODOS .....coooieiieeceeieeeee s sae s, 46
2.3.1. EQUIPameENtos € TECNICAS ......ceiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 46
2.3.1.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ................... 46
2.3.1.2. Espectroscopia no infravermelno............cccooiiiiiiieeeeeen 46
2.3.2. Procedimento geral para aldolizagdo/lactonizagao ..........ccccceevvevvveviiinennnnnnn. 47
2.3.3. Procedimento geral para O-metilaga0.........cooeeeiiiiiiiiiiie e 49
2.3.4. Gerenciamento de reSIAUOS .......coeieeiiiiiieee et e e e e 50
2.4. CONCLUSOES .......cootiiiieieeietete ettt 52
2.5. REFERENCIAS.......oooeeceeeeeeeeeeeeee e, 53

3. CAPITULO II: AVALIACAO DA ACAO ANSIOLITICA E HIPNOTICO-SEDATIVA

DE KAVALACTONAS E ANALOGOS .......coeemrmrucreeensnssesessssssssssesssssssssssnssssasssssssnns 59
3.1, INTRODUGAO ..ottt ettt n s nenaeannn e 59
3.1.1. Atividade ansiolitica e hipnético-sedativa da kava-kava e das kavalactonas
............................................................................................................................... 59

3.1.1.1. Kava-kava, kavalactonas e neurotransmissao GABAérgica.................. 60



3.1.1.2. Kava-kava, kavalactonas e neurotransmissdo monoaminérgica........... 62

3.1.1.3. Atividade ansiolitica de outras estirilpironas e diidroestirilpironas......... 63
3.2. MATERIAIS E METODOS ......cooiiuriieieieieeresieeeesesesesesssesssseessssessseessseenenns 65
3.2.1. SUDSIANCIAS-TESIE ..eeeiiieiieee e 65
3.2.2. ENSaios COMPOMAMENTAIS .....uuvueriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiieneeseeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnnes 66

T2 T L o110 = U TSRS 66

3.2.2.2. Trat@mentOS .ccoeeeeeeeeeeeeeeee e 66

3.2.2.3. Labirinto em Cruz elevado ........coooeeieiiiiieeeee e 67

3.2.2.4. Teste de potenciacdo do sono barbitlrico.......cceeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee, 69

3.2.2.5. Avaliacao da atividade locomotora espontanea (teste de exposicao ao

CAMPO ADEIMO) e 70
I IVZRC I = E-T= T[0T 3 [N = Lo [ 0] o F=To= Lo TSR 71
3.2.4. CoNSIAEragies ELICAS .....coiuueiiiiiiee ettt 72
3.3. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e rereaaaaeeas 73
3.3.1. Avaliagao da atividade ansiolitica e hipnético-sedativa das lactonas
][9] (] (2= Vo F= 13RI 73

3.3.1.1. Labirinto em Cruz elevado .........coouuuiiiiiiii e 73

3.3.1.2. Teste de potenciacdo do sono barbitlrico.......cceeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeee, 78

3.3.1.3. Avaliacao da atividade locomotora espontanea (teste de exposicao ao

CAMPO ADEIMO) e 79

RS T2 = E-T= 1[0 o SN =To (o] 1o = To= o IR SRR 79
B.4. DISCUSSAOQ ...t 81
B.5. CONCLUSOES ...t 85
O a1 = 1 =1 21 N ] X TP 86
4. CONCLUSOES ......cooeieiucreienrnsscesenssssssessssssssssssssssssssssssssssassssssssasssssnssssssasssnsanes 93
5. ANEXOS.....ccoiuiieriucmiacessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssasssssssssssssssssssssnnns 95

XV



1. INTRODUCAO






O conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos primitivos e
indigenas foi fundamental na descoberta de substancias ativas, ja que a convivéncia
e o0 aprendizado com diferentes grupos étnicos trouxeram contribuicbes para a
pesquisa de produtos naturais. A partir do conhecimento da relacao entre estrutura
quimica de um composto e suas propriedades biolégicas e da inter-relacdo
animais/insetos-planta, a natureza forneceu modelos moleculares que
fundamentaram estudos de relagdo entre estrutura quimica e atividade bioldgica
(REA) e inspiraram a sintese organica classica’.

A partir de produtos naturais, além de substancias isoladas por extracéo,
como por exemplo, a morfina, a emetina e a quinina, foram obtidos muitos protétipos
Uteis para o planejamento de diversos farmacos empregados na terapéutica: acido
acetilsalicilico, anestésicos locais, antimalaricos amino-quinolinicos. Alguns anos
apds o surgimento do acido acetilsalicilico, a sintese orgénica passou a ser o
método de escolha na busca por substancias ativas, em detrimento a pesquisa com

plantas medicinais'?.

O processo de descobrimento de farmacos através da sintese ao acaso
mostrou uma série de problemas, ja que as chances de encontrar um novo farmaco
apos screening diminuiam progressivamente. Nas Ultimas décadas, os quimicos
medicinais retornaram as pesquisas com produtos naturais, levando a descoberta de
muitos farmacos, tanto obtidos por extracdo a partir de fontes naturais (ciclosporina
A, artemisinina, lovastatina, acarbose, paclitaxel) quanto analogos sintéticos de
produtos naturais (fluvastatina, docetaxel, topotecan e irinotecan, miglitol)1’2.

Os metabdlitos secundarios, produzidos como mecanismo de defesa as
condigbdes ambientais, adaptativas e regulatérias, caracterizaram as plantas como
um enorme laboratério de sintese organica, capaz de produzir substancias com
estruturas complexas e/ou enantiomericamente puras®. A diversidade de estruturas
moleculares, fundamental na pesquisa por acées em diferentes alvos bioldgicos,
justifica o interesse pela pesquisa em produtos naturais, considerando que a selegao
natural, fruto de milhées de anos de evolucdo bioldgica, realizou um processo de
quimica combinatéria inigualavel®. Neste contexto, as plantas medicinais podem se
tornar uma fonte inesgotavel de moléculas inovadoras, cuja diversidade estrutural

pode permitir a acdo em diferentes alvos biolégicos, levando inclusive a descoberta
3



de novos mecanismos de acdo e a obtencado de novos farmacos ou protétipos de

farmacos®.

Um produto natural utilizado para a obtencdo de medicamentos é a espécie
vegetal Piper methysticum Forst, do género Piperaceae, tipica das ilhas tropicais do
Oceano Pacifico (principalmente Indonésia, Melanésia e Polinésia). Conhecida
popularmente como kava ou kava-kava, € tradicionalmente utilizada naquela regiao
para o preparo de uma bebida intoxicante, consumida em cerimbnias e rituais
sociais. Na Austrdlia, teve seu uso disseminado na década de oitenta, tornando-se
droga de abuso devido & auséncia de controle ritualistico de seu consumo®.

As culturas indigenas da Oceania atribuem a kava-kava um grande poder de
cura, utilizando-a para uma série de problemas: gonorréia, lepra, asma, tuberculose,
dor de cabeca, enxaqueca, reumatismo, fraqueza fisica, problemas menstruais e
dificuldades de lactacdo®. Embora muitas destas aplicagées tenham um carater
folclorico, as propriedades atribuidas a kava-kava instigaram a comunidade cientifica

na pesquisa sobre suas atividades farmacolégicas.

Atualmente, atribuem-se a kava-kava diversas atividades farmacoldgicas:
ansiolitica®®, sedativa®'®, miorrelaxante'’, anestésica'?, anticonvulsivante'®'?,
analgésica'®, , espasmolitica’ e neuroprotetora'®. No Brasil, vinte e oito fitoterapicos
a base de kava-kava sao registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), indicados para o tratamento da ansiedade'”.

A kava-kava possui uma constituicdo quimica bastante diversificada, sendo
identificadas mais de quarenta substancias: kavalactonas, alcal6ides, esteréides,
chalconas, 4cidos e alcodis de cadeia longa'®. As kavalactonas' (também chamadas
de kavapironas) sdo os constituintes majoritarios da kava-kava, sendo a elas
atribuidas as diferentes atividades bioldgicas da planta.

As kavalactonas apresentam uma estrutura do tipo aril-etileno-a-pirona

(Figura 1.1), sendo as majoritarias do tipo 4-metéxi-2-pirona, com o grupo aril-etileno

1 Em nosso laboratério, denominam-se kavalactonas (ou kavapironas) as estirilpironas extraidas da
kava-kava. Esta denominacao é estendida aquelas sintetizadas e serdo assim chamadas em todo o
manuscrito.

4



ligado ao carbono da posi¢dao 6. Algumas delas apresentam insaturagcéo entre C7 e
C8, o que confere isomeria geométrica a estas substancias. Outro aspecto estrutural

a considerar refere-se ao carbono C6, quiral em alguns casos'®.

Figura 1.1: Esqueleto basico presente na estrutura das kavalactonas.

Ja foram identificas dezoito kavalactonas na kava-kava?®??, sendo

consideradas relevantes as seis moléculas presentes em maiores concentracdes
(Figura 1.2): kavaina (1), diidrokavaina (2), metisticina (3), diidrometisticina (4),

yangonina (5) e desmetoxiyangonina (6).

OCH, OCH;
AN AN
N o~ Yo o~ o
1 2
OCH,3 OCH,
X X
<0 AN o o<o o o
o [o]
3 4

Figura 1.2: Kavalactonas majoritarias em Piper methysticum Forst.



Em trabalho realizado em nosso laboratério, foram sintetizadas 4-oxo- o-
valerolactonas estruturalmente semelhantes as kavalactonas (Figura 1.3). Estas
mostraram atividade antinociceptiva in vivo, no modelo de contor¢des induzidas por
acido acético em camundongos, superior ao acido acetilsalicilico e ao paracetamol,
na mesma dose, sendo mais potentes aquelas com anel aromatico ligado

diretamente ao anel lactdnico (moléculas 8 e 9)%2*,

o)
o)
o~ o
X Yo7 Yo
7 8
o) o) o)
o~ Yo o~ o o~ Yo
F
9 10 11

Figura 1.3: 4-oxo-6-valerolactonas sintéticas.

Estes estudos foram ampliados, avaliando-se a atividade analgésica da
kavaina 1 e diversos analogos substituidos da molécula 8 (Figura 1.4), também com
o modelo de contor¢des induzidas por acido acético. Todas as moléculas testadas
apresentaram atividade antinociceptiva, sendo que a molécula 17 mostrou um efeito
quatro vezes superior aos observados para o acido acetilsalicilico e o paracetamol, e

trés vezes maior do que para a dipirona®.
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\
(0] (o] (0] (o] (0] (o]
R R R
12 R=CN 15 R=H 19 R=F
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Figura 1.4: d-valerolactonas sintéticas analogas a molécula 8.

Visando a investigar uma possivel atividade antiinflamatéria in vitro, a inibicao
da producgéo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) dos analogos aril-a-pirona 8,
9,12, 13, 17 e aril-etileno-a-pirona 1, 3, 7, 21 e 22 foi avaliada. As moléculas 3, 7, 13

e 22 mostraram uma atividade inibitéria, sendo mais pronunciada para 7°°.

OCH, OCH,

AN X
X fo) o) A (0] 0
F H3;CO

21 22
Figura 1.5: Estrutura quimica dos analogos aril-etileno-a-pirona 21 e 22.

Continuando nossas investigagdes, mais recentemente, nosso grupo de
pesquisa empregou as reacoes de Heck e Suzuki-Miyara para a sintese da kavaina
1, yangonina 5, desmetoxiyangonina 6 e analogos. Além disto, foram sintetizados
derivados kavaina-like contendo substituintes em diferentes posicbes do anel
lacténico (Figura 1.6), que foram submetidos a avaliacdo da atividade citotdxica in
vitro. As moléculas 14, 15, 22, 25 e 28 exibiram uma fraca atividade citotoxica frente
a duas linhagens celulares tumorais (A375 e B16-F1) e uma linhagem n&o-tumoral

(HaCaT), sendo a molécula 15 a mais ativa®.



(o] OCH;

X
R (0] o R (o] o
7 R=CgHs 1 R=CH=CH-CgHs
8 R = CH=CH-CgHs 15 R = CgHs
9 R=pF-CgHy 16 R = p-OCHy-CeHq
12 R = p-CN-CgH, 17 R = p-F-CgHy
13 R = p-OCHg.CgHq 18 R = p-Br-CgH,
14 R= p-BI’-CGH4 24 R= p-CN'CGH4
23 R = p-I-CgH, 25 R = p-I-CgHy
26 R = CgH,-CH=CHCOOCHj
27 R= C5H4-(m-F-CGH4)
28 R = CgHy-CC-CgHs
Ry
(o}

29 Ry = CgH5; Ry, = OCHg 19 R = p-F-CgHqy

30 Ry=CgHs;Ro=H 20 R = p-Br-CgH,

31 Ry = p-OCH5-CgHy; Ry = H 33 R =CgHs

32 Ry = CH(CHa),; Ro = H 34 R = p-OCH3-CgH,

Figura 1.6: Derivados kavaina-like sintéticos.

Testes preliminares mostraram uma possivel acdo depressora do sistema
nervoso central, sendo que o composto 7, de maior semelhanca as kavalactonas,
diminuiu significativamente o tempo de laténcia e apresentou uma forte tendéncia

em aumentar a duragdo do sono barbittrico®.

As atividades farmacolégicas relacionadas a esse tipo de compostos
justificam, entdo, a sintese de analogos para obtencao de maiores informacgdes

sobre seus efeitos bioldgicos, ou até mesmo a descoberta de efeitos nao relatados.



1.1. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo dar continuidade aos estudos de
Nnosso grupo de pesquisa, com a realizacdo da sintese de kavalactonas e analogos,
por condensacado alddlica, e avaliacdo farmacolégica in vivo e in vitro para uma

triagem de moléculas com efeito ansiolitico, visando a identificagdo de novos hits.
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2. CAPITULO I: SINTESE DE
KAVALACTONAS E
ANALOGOS






2.1. INTRODUCAO

2.1.1. Sintese de kavalactonas

As kavalactonas podem ser obtidas por métodos extrativos ou sintéticos.
Diferentes rotas de sintese ja foram desenvolvidas para a sintese destas

substancias'®*, algumas delas permitndo a obtencdo de produtos

1219.21-23.2527.3034  parg fins didaticos, neste trabalho

enantiomericamente puros
apresentamos as diferentes metodologias em classes: 1) reacdo modificada de
Reformatsky, 2) a partir de 4-hidroxi-6-estiril-2-pironas, 3) reagdo de hetero Diels

Alder, 4) reducgao catalitica e 5) métodos diversos.

2.1.1.1. Sintese de kavalactonas por reacao de Reformatski

A primeira sintese da kavaina 1 foi publicada em 1950 e consistia na
obtencdo da molécula por reacdo de Reformatski entre o cinamaldeido 35 e 0 y-
bromo-B-metoxicrotonato de etila 36 (Esquema 2.1), obtendo-se um rendimento de
12%"2. Com o uso dos aldeidos apropriados, foi possivel utilizar este método para a
sintese das kavalactonas diidrokavaina 2° e metisticina 3*, com rendimentos de 9 e

38%, respectivamente.

OCH,
X
CHO OEt .
[:j/x\/ $ B N0 o
OCHO

35 36 1
i:Zn°, benzeno, refluxo.

Esquema 2.1
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A partir dessa reacdo empregada por Kostermans'? para a obtencdo do anel
lactbnico da kavaina, varios outros pesquisadores a utilizaram e alguns fizeram
pequenas modificagdes com o intuito de aumentar o rendimento ou ampliar a sintese
de outras kavalactonas. Em 1964, obtiveram-se diversas é-lactonas o.B-insaturadas
B,o-dissubstituidas, incluindo a kavaina (17% de rendimento na reacdo de
Reformatski)®. O protocolo também foi modificado em 1976, utilizando uma mistura
de cobre e zinco, obtendo-se a kavaina 1 e diidrokavaina 2, com rendimentos de 80
e 50%, respectivamente®.

©/\/0H(1 B O/\)\/
35 37 38
i, i
Hy;CO_ OCH, 0
N""0"0 o
40 39
v
OCH,

N
N7 070
1

i: Zn®, éter etilico, THF, acido acético; ii: CO, benzeno, 43 atm;
iii: CH3OH, H*; iv: BF3 HgO, CH30H; v: aquecimento 150 °C.

Esquema 2.2

Outra sintese baseada na reagcdo de Reformatski inicia com a reagéo entre o
cinamaldeido 35 e o brometo de propargila 37, na presencga de zinco, obtendo-se o
carbinol 38. O composto 38, em presenca de didxido de carbono, sofre carboxilacdo

seguida de esterificacdo em meio acido, gerando o éster acetilénico 39. A reacao



com Oxido de mercurio e trifluoreto de boro leva a formacéao da dimetoxilactona 40,

convertida na kavaina 1, com 3-5% de rendimento (Esquema 2.2)’.
2.1.1.2. Sintese de kavalactonas a partir de 4-hidroxi-2-pironas

Sao numerosos os estudos objetivando a sintese de 4-hidroxi-6-estiril-2-
pironas, para posterior O-metilagdo. A partir do éster acetilénico 39, foi possivel
obter a 5,6-diidro-4-hidroxi-6-estiril-2-pirona 7, que tratada com diazometano, gera a
kavaina 1 com rendimentos de 5 e 30%, apés recristalizagdo com dioxano e

metanol, respectivamente (Esquema 2.3)’.

9 )
OH _~ “OCH, OH N~ O
39 M
\ﬁ
H
X
0]
7

OHO O
42

iv

OCHs
X
N"0N0
1

i: piperidina; ii: H*/H50; iii: H*/OH; iv: CHoNo.
Esquema 2.3
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A partir de B-dicetonas, foram sintetizadas 4-hidroxi-2-pironas, que tratadas
com dimetilsulfato e carbonato de potassio, levaram as 4-metoxi-2-pironas. A sintese
da yangonina 5, por este método, apresentou rendimentos de 63% na etapa de

ciclizacdo e 89% na O-metilagdo (Esquema 2.4)%.

o o 0o o o
H3CO H3CO
43 a4
ii
OCH, OH
X X
| i |
~ o o & N o o©°
H3CO H3CO
5 45

izNaNH, CO, éter etilico; ii: anidrido aceético; iii: (CH3)oSO4
KoCOg3, acetona.

Esquema 2.4

Realizou-se a sintese da kavaina 1 e diidrokavaina 2 iniciando com a reacao
entre o diceteno 47 e os aldeidos apropriados, na presenca de cloreto de titanio,
com posterior O-metilacdo. Para a kavaina, os rendimentos intermediarios foram de
7% (reacdo com diceteno), 47% (ciclizacao do &-hidroxi-B-cetoéster) e 69% (O-
metilagdo). Para a diidrokavaina, nas mesmas etapas, obtiveram-se os rendimentos
de 14, 95 e 84% (Esquema 2.5)°.



OH

Q

0 \;k OH O O
R H o R OCH,

R~ "0 "o
35 R = CHCHGHs 47 42 R =CHCHG¢Hs 7 R =CHCHCgH;
46 R = CH2CHCeHs 48 R =CH,CH,CeHs 49 R = CH,CH,CgHs
OH
OH O O i, iv N
R OCH; R o o
OCH,

OH
/ﬁi : /ﬁi
R O O R O 0
1 R =CHCHCgH;5

2 R = CH,CH,CgHs

i: TiCly CH,Cly; ii: CHzOH; iii: NaOH, t.a.; iv: HCI; v: (CH3),S04 K>CO3 acetona.
Esquema 2.5

As 4-hidroxi-5,6-diidro-2-pironas também foram obtidas a partir do
acetoacetato de etila, e posteriormente O-metiladas, com dimetilssulfato para
obtencdo da kavaina 1, enquanto que para obtencdo da metisticina 3 e
diidroyangonina 22 empregou-se diazometano. Os rendimentos das etapas de
condensacao e O-metilacao foram: 85 e 65% para a kavaina, 74 e 38% para a
metisticina e 74 e 14% para a diidroyangonina (Esquema 2.6)'°.
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OH
0O O 0 j N
PPS +RMH—’

OEt R o O

Q ©
50 35 R = CgHs 7 R=CgHs
51 R = CgH5(CH,OCHS,) 53 R = CgH5(CH,OCHS,)
52 R = CgH50OCH3 54 R = CgHsOCH3
ii
OCH3
/\/ﬁi
R 0" "0
1 R=CgHsg

3 R = CgHs(CH,OCHj)
22 R = CgHsOCHj

i: HyO, H*; ii: (CH3)2S0,4 K,COg acetona (1);
CH,N, CH3OH/éter etilico (3 e 22).

Esquema 2.6

Estudando a preparagdo de uma série de cetenos ditioacetais, pesquisadores
obtiveram o composto 55. O mesmo foi empregado para a obtencdo da
diidrokavaina 2, através de uma clivagem oxidativa com NBS seguida de uma O-
metilacdo, com 30% de rendimento a partir do intermediario 57 (Esquema 2.7)"".
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% .
USJ @A@@

55

OH M
S__S
iii
O O O o
49

57
iv

OCHs

O O0

2

i: TFA, CHCly; ii: HgCly, CaCO3 CH3CN; iii: NBS, acetona;
iv: (CH3)2S04 KyCOg3 acetona.

Esquema 2.7

Objetivando a sintese enantiosseletiva das kavalactonas, uma vez que a
kava-kava produz o enantibmero (+), diversos pesquisadores obtiveram os isbmeros
das kavalactonas por sintese assimétrica. A primeira kavalactona obtida desta
maneira foi a (+)-diidrokavaina 2a, na qual a etapa enantiosseletiva de redugédo da
cetona 60 ao 4&lcool 61 foi empregado Ru-(S)-BINAP, fornecendo 12% de
rendimento, com 93% de excesso enantiomérico (ee). Para as etapas de ciclizacao
(estereosseletiva) e O-metilagdo, os rendimentos foram de 79 e 80%,

respectivamente (Esquema 2.8)'2.
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0O o p
Br - .
g * Mccm WOCHs
58 59 60
|ﬁ
OH O o OH 0O
oBu - M OCHj
62 61

iv

OCH,

(o)
v A
O O O O
49a 2a

i: THF, 0 °C; ii: Ru'(S)-BINAP, CH30H, 50 psi Hy; iii: CH;COO'Bu, LDA, THF;
iv: TFA, CHoCly; v (CH3),S04 KoCO3 acetona.

Esquema 2.8

Os enantibmeros (+) e (-) da diidrokavaina 2 foram obtidos empregando-se
protocolo com as mesmas etapas da reagado anterior, porém substituindo-se o Ru-
(S)-BINAP na formagdo do centro estereogénico por uma transesterificacdo
quimioenzimatica. Os autores empregaram diversas enzimas e 0s melhores
resultados foram obtidos com lipases de Pseudomonas cepacia usando éter
diisopropilico como solvente. Os autores chegaram muitas vezes a excessos
enantioméricos superiores a 99%. O processo quimioenzimatico também foi utilizado

para a sintese da (+)-kavaina 1a'.

Com uma tiazolidinotiona como auxiliar quiral, foi realizada a sintese da (+)-
kavaina 1a e da (+)-diidrokavaina 2a. Na primeira etapa, a reagdo com cinamaldeido
ocorreu com rendimento de 84% para o diastereoisdbmero majoritario (excesso
enantiomérico de 90%), enquanto que para o diidrocinamaldeido, este rendimento
foi de 54% (ee de 76%). As etapas de lactonizacao/metilacdo apresentaram
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rendimentos de 87 e 83%, para a (+)-kavaina 1a e (+)-diidrokavaina

respectivamente (Esquema 2.9)".

N s b o NS
\\c\_/ s\_j R OEt
63 64 R = CHCHCgHs 67 R = CHCHCgHs

65 R = CHyCH,CgHs
66 R = CHCHSnBu;

68 R = CHyCH,CgHs
69 R = CHCHSnBu;

|v, vi

OCHj
X

RO O

1a R= CHCHCGH5
2a R= CH20H206H5
70 R = CHCHSNnBuj3

iz acido de Lewis; ii: base, -40 °C; iii: RCHO, CHyCl, -78 °C;
iv: sal potassico do malonato de etila, MgCl, imidazol, THF, t.a.;
v: KoCO3 CH30H, t.a.; vi: (CH3)2SO4, acetona.

Esquema 2.9

2a,

O composto 69, obtido com rendimento global de 54% no processo acima, foi

empregado, via acoplamento de Stille, para a sintese da (+)-kavaina 1a, (+)-

metisticina 3a e (+)-diidroyangonina 22a, com rendimentos de 44-75% (Esquema

2.10)™.
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CH, CH,

AN i AN
BusSn~ O O NN O O
[
R
70 1a R=H

3a R =3,4-CHyOCH,
22a R = p-OCHjs

iz Arl, Pd(dba)z, fosfina.
Esquema 2.10

No mesmo trabalho, foi demonstrado que produtos da reacdo alddlica de
Mukaiyama podem ser transformados diretamente em kavalactonas, com
rendimentos globais de 62% para a kavaina e 87% para a diidrokavaina. Na etapa
de lactonizacao/metilacao, kavaina e diidrokavaina apresentaram rendimentos de 71
e 90% (Esquema 2.11)",

H3C CH, OCH3

OH O><O I, ii h

RWO R0 O

71 R = CHCHCgHs 1 R = CHCHCgHs
72 R = CH,CH,CgHs 2 R = CHyCHoCgHs

i KoCO3 CH3OH, t.a.; ii: (CH3)2,SO,4 acetona, t.a.
Esquema 2.11

Um aldeido quiral, obtido a partir do b-manitol foi utilizado para a sintese da
(+)-kavaina 1a, possibilitando a sintese da molécula com 25% de rendimento global.
Nesta abordagem, o aldeido 71 sofre uma olefinacao de Wittig, em meio fortemente
alcalino, seguida de uma hidrélise, fornecendo apds tosilacdo o alcool monotiosilado
72. Uma isomerizacao catalisada por (CH3CN).PdCl, levou a obtencao do isdbmero
trans, seguindo-se de uma reagdo sonoquimica de Blaisen’. A metodologia
empregada também foi adaptada para a sintese da (+)-diidrokavaina 2a, com

rendimento global de 25% (Esquema 2.12)'°.
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iy ii, i

%
:

(0]
71
liv
OH OH
74 73
w\
OCH,
N
QH o O vii, viii
OCHj o 0
42a

i: BrPPh3CH.Ph*, BuLi, THF, 0 °C; ii: HCI, THF, t.a.; iii: TsCl, piridina, -
17 °C at.a.; iv: KCN, CH3CH;0H-H,0, 0 °C a t.a.; v: (CH3CN)3PdCl,,
benzeno, refluxo; vi: BrCH,COOCH3; Zn ativado, ultrassom, THF, 50
°C, H*; vii: CH30H, KoCOg, t.a.; viii: (CH3)»SO4, acetona, t.a.

Esquema 2.12

O produto da reacdo de acoplamento cruzado de Cosford entre o
iodobenzeno e o alcool acetilénico permitiu a obtencao, com 90% de rendimento, do
intermediario 76, utilizado para a sintese da (+)-kavaina e da (+)-diidrokavaina. Para
a sintese da (+)-kavaina 1a, a tripla ligacdo do composto 76 foi parcialmente
reduzida com tetraidreto de aluminio e litio. No caso da (+)-diidrokavaina 2a, a
reducao total da tripla ligacao foi efetuada com paladio/carbono. Ambas as reducdes

obtiveram 90% de rendimento (Esquema 2.13)"’

25



Q)
X3
g Q)
I
(o]
—|
I
e

OH H
: i .. .
. n
75 76 77 R = CHCHCgHs
78 R = CHoCH,CgHs

iiiy iv, v

OCHs
N OH O O
fl viii, ix vi, vii OTBDMS
1a R = CHCHCgHs 67 R = CHCHC4Hs 79 R = CHCHCgHs

i:iodobenzeno, Pd/C, Cul, Ph3P, K;CO3 H,O/DME, 80 °C; ii: LiAlH4, THF, 0 °C a t.a. (77);
Pd/C, AcOEt (78); iii: TBDMSCI, imidazol, CH,Cl, DMAP; iv: PPTS, CH3OH; v: IBX, DMSO,
CH,Cly; vi: SnCl, N;,CHCOOCH,CH3 CH,Cl, 0 °C at.a. (68); vii: TBAF, THF; viii: K,COg3
CH3OH; ix: (CH3),SQO4 acetona.

Esquema 2.13

Villano e colaboradores'®, estudaram a reatividade do dieno de Chain 81
frente a reacao alddlica, na presenca de catalisadores quirais e SiCls. Neste estudo,
a (+)-kavaina 1a foi obtido com rendimento de 75% e excesso enantiomérico de 75%

(Esquema 2.14).

TMSTMS OHO O OCHj;

o O i S OCHj il iii o

~ 7 "OEt Y0 0
81 42a 1a

i: cinamaldeido, SiCly/ativador quiral, CH,Cl, DIPEA, -78 °C; ii: K,CO3 CH3OH;
iii: (CH3)2SQO4, acetona.

Esquema 2.14

A (+)-diidrokavaina 2a foi obtida com rendimento global de 16% a partir de
uma rota de cinco etapas que iniciava com a resolugdo hidrolitica cinética do
epdxido racémico 82. O epoxido quiral 82 foi obtido com 46% de rendimento e 94%

de ee (Esquema 2.15)"°.

26



82 83 82
ii, iii
oTBS OTBS
©/\/§\/CH° iv, v, vi O/\/\/
85 84
vii
OCH3

OH O O i ix A
Moa 0 o
68 2a

iz (S,S) Co(lllysalen.OAc, H,0, 25 °C; ii: (CH3)3S*I", n-BulLi, -10 °C; iii:
TBSCI, imidazol, CH,Cly; iv: (CH3),SBH3 THF; v: NaOH, HyOy; vi:
BF3OEt2’ NQCHCOOChQCH& CHQC'Q’ -10 QC; viii: KQCO& CH3OH, ix:
(CH3)2,S04, acetona.

Esquema 2.15
2.1.1.3. Sintese de kavalactonas por reacao de hetero Diels Alder

Varios pesquisadores utilizaram a reagdo de Hetero Diels Alder para a
formagdo das kavalactonas, diferenciando muitas vezes apenas no catalisador
empregado. No primeiro trabalho publicado com esta metodologia, a reagdo do
dieno com cinamaldeido, na presenca de um acido de Lewis em diclorometano
permitiu a obtencéo da kavaina, com rendimentos de 75% [Eu(fod)s], 84% [Yb(fod)s]
e 78% (cloreto de zinco) (Esquema 2.16)%.
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OCHs OCHs

(o)
7 i X
NCH Y | -
—§i0” ~0CH, N0 Yo

35 86 1

iz acido de Lewis, CH,Cl>.
Esquema 2.16

Utilizando complexos quirais como catalisadores, foi possivel a sintese
assimétrica de kavalactonas. Catalisada por um complexo de vanadio quiral, a (+)-
kavaina 1a foi obtida com 73% de rendimento e 13% de e€®'. A (+)-diidrokavaina 2a
foi obtida com 50% de rendimento e 69% de ee, quando se empregou um diol quiral
como catalisador?®. O uso do (R)-BINOL em Ti(i-PrO), permitiu a obtencdo da (+)-
kavaina,1a (56% de rendimento e 70% de ee, sendo este superior a 99% apds
recristalizagdo) e da diidrokavaina 2a (57% de rendimento e 84% de ee)®.

A mesma reacao foi adaptada para a sintese organica em fase solida,
iniciando com o dieno 87 acoplado a resina Merrifield. Foram obtidas diversas 5,6-
diidropironas, entre elas kavaina 1, diidrokavaina 2 e diidrometisticina 3, com
rendimentos do produto isolado de 25, 48 e 45%, respectivamente. Os rendimentos
foram moderados, porém menores aos obtidos por sintese em solugcédo, pois
consideram também as cinco etapas de formagcdo de 87, ndo descritas em nosso

texto (Esquema 2.17)%.

OCH,4 OCH3

= o) i N
ﬂ e L fl
%s\io o R™ H R™ 07 YO
87 35 -CHCHCgHs 1 -CHCHCgHs
46 -CH,CH,CgHs 2 -CHoCHoCgHs

88 -CH,CH,CsHa(CH,OCH,) 4 -CH,CH,CeHa(CH,OCH,)

i: (CH3)2A|C|, CHQC'Q

Esquema 2.17
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2.1.1.4. Sintese por reducao catalitica a partir de kavalatonas

Em dois trabalhos publicados, a kavaina 1 sofreu reducdo catalitica com
paladio para a formacéo da diidrokavaina 2, com rendimentos de 58% no trabalho
de Viswanathan e Swaminathan* e 82% no trabalho de Piantadosi e Skulason®

(Esquema 2.18).

OCH; OCH;
X . X
I
707 0 (0N o)
1 2

i:Hy Pd/C, THF.
Esquema 2.18

Estudando uma reacdo de hidrogenacdo de 2-pironas, catalisada por
cinchona-Pd/TiO,, pesquisadores obtiveram a (+)-kavaina 1a a partir da
desmetoxiyangonina 6. Para a (+)-kavaina 1a, os rendimentos, dependendo da
condicdo empregada, foram de 60 e 67%, com ee de 82 e 89%, respectivamente
(Esquema 2.19). Nas mesmas condigbes, 0s autores obtiveram o enantibmero (+) da
diidrometisticina 4 com rendimentos de 68% (82+2% ee) e 75% (90+2% ee)™.

OCH,4 OCH;
AN . AN
| i
N O O O O
6 1a

iz Hp cinchona-Pd/TiO,, iPrOH.

Esquema 2.19
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2.1.1.5. Métodos diversos para sintese de kavalactonas

Em 1960, realizou-se a sintese da yangonina 5 a partir da lactona 89.
Empregando dois agentes alquilantes, diazometano ou dimetilssulfato, os autores
obtiveram o éter metilico 90, que apds reacdo com metdxido de magnésio e p-
metoxibenzaldeido, permitiu a obtencdo da yangonina 5 com rendimento de 17%
(Esquema 2.20)%.

0 OCH,4 CH3
i ii | N
| |
H,C~ S0~ O H,C~ 0™ O 77070
H;CO
89 90 5

iz N,CHg eter etilico, HCI, t.a. ou (CH3)»,SO4, K,CO3 MEC, refluxo;
ii: CH30Mg, p-metdxibenzaldeido, CH;OH, refluxo.

Esquema 2.20

Empregando-se protocolo contendo a reacdo de metatese, a (+)-kavaina 1a
foi obtida com rendimento global de 8%, com razdo E/Z superior a 95:1. A etapa de
fechamento do anel por metatese foi realizada com 56% de rendimento (Esquema
2.21)%.
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OCH; OCHj OCHj

i \ i o
o 0 0 0 0
OTBS § . OTBS OH
91 92 93
\iii—vi
OCH;
X
RS )
1a

i: PCC, CHCl, t.a.; ii: TBAF, THF, 0 °C; iii: oxidagdo de Swern; iv:
PhS(O)Bn, LDA, THF, -78 °C; v: BzCl, -78 °C a t.a.; vi: Sml, HMPA,
THF, -78 °C.

Esquema 2.21

Recentemente, nosso grupo de pesquisa utilizou a reacdo de Heck na sintese
de kavalactonas e analogos. Empregando-se a lactona 94 em reacédo com diferentes
iodetos de arila, sob condi¢cées térmicas ou por irradiagdo de microondas, foram
obtidas as lactonas 1, 3, 21 e 22 com rendimentos que variaram de 35 a 46%
(Esquema 2.22)%,

OCHj,4 OCH;
AN i X
™ R
N0 N0 1 070
R2
94 1 R1 = H; RQ =H

3 RyR, = -O-CH,-O-
21 R1 = H; R2 =F
22 R1 = H; RQ = -OCH3

i: Arl, iPrNEty Pd(PPhg)s, DMF, 16 h.
Esquema 2.22

Trabalho analogo foi realizando empregando-se um arenodiazénio em

substituicdo ao iodoareno, realizando-se uma triagem das melhores condi¢des

31



reacionais, por modificacdo no catalisador de paladio, solvente e empregando
aquecimento por microondas, obtendo-se 0 composto 22 com rendimentos de 20-
85% dependendo da condi¢cdo empregada, sendo a melhor a com aquecimento em
microondas, e Pd2(dba)3. Este foi convertido a yangonina 5 com 85% de
rendimento, empregando DDQ. Nas mesmas condicbes, mas com maior

temperatura, a metisticina 3 foi obtida com 59% de rendimento?.

No trabalho de Amaral e colaboradores®®, empregando-se a reacdo de
Suzuki-Miyaura, obtiveram-se os produtos de maneira estereosseletiva, com
rendimentos de 7-18%. O emprego de DDQ permitiu, a partir de 1 e 22, a obtencgéo
da desmetoxiyangonina 6 (75%) e da yangonina 5 (80%), respectivamente
(Esquema 2.23).

AN
95 1 R{=H;R,=H E/Z = 83/17
22 Ry =H; Ry = -OCH3 E/Z=70/30
96 Ry=F;Ro=H E/Z = 24/76

iz ArB(OH),, Pd(OAC),, S-Phos, K3PO, tolueno, 80 °C.
Esquema 2.23

E interessante destacar o nimero consideravel de publicacdes (ndo descritas
neste trabalho) sobre a sintese enantiosseletiva dos isébmeros da diidrokavain-5-ol
(Figura 2.1). O interesse por esta kavalactona deve-se, ndo a sua importancia
biolégica, mas a presenca de dois centros estereogénicos em sua estrutura, levando

a existéncia de diastereoisdmeros®®3*,
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OCH;
HO

97

Figura 2.1: Estrutura quimica da diidrokavain-5-ol.
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2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1. Génese das kavalactonas e analogos

O interesse de nosso grupo de pesquisa neste tipo de substancias levou a
estudos de modificacdo molecular, visando a avaliacao do perfil farmacolégico dos
analogos planejados (Figura 2.2). O anel aromatico das kavalactonas, circulado em
azul na Figura 2.2, pode apresentar grupos funcionais com diferentes caracteristicas
estruturais e eletrbnicas, em diferentes padrdes de substituicdo (orientacées e
nuamero de substituintes). A cadeia etileno existente entre os anéis arila e a-pirona,
circulada em vermelho na Figura 2.2, podera ser insaturada ou n&o, podendo ser
estendida, contraida ou até mesmo suprimida. O grupo 4-metoxila, circulado em
verde na Figura 2.2, podera ser substituido por diversos grupos alcédxi, ou até
mesmo por outros grupos funcionais. Além disto, o grupo éster da lactona, circulado
em cinza na Figura 2.2, pode ser substituido por bioisdsteros. Todas estas
modificacbes poderdo fornecer informacdes sobre o0s elementos estruturais
essenciais para a atividade, bem como indicativos para otimizacdo do template

(molécula utilizada como modelo para farmacomodulacgoes).

OCHj

Figura 2.2: Possibilidades de locais para modificacao estrutural nas kavalactonas.

O planejamento dos analogos se baseia na modificagdo estrutural da lactona
7 (Figura 2.3). Em trabalho anterior, 7 diminuiu significativamente o tempo de
laténcia e apresentou uma forte tendéncia em aumentar a duracdo do sono

barbitlrico, o que pode indicar um efeito depressor do sistema nervoso central®®.
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Figura 2.3: Planejamento das kavalactonas e analogos.
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Primeiramente, com a introducdo de uma metila na posicdo 4 do anel
heterociclico tém-se a formagdo de um éter-endlico e a formagédo da kavaina
1.(Figura 2.3). A lactona 1 apresenta maior lipofilia do que 7, podendo assim
atravessar mais facilmente a barreira hematoencefalica para exercer sua agéo no
sistema nervoso central. A lactona 1, quando na forma enantiomericamente pura,
constitui uma das kavalactonas majoritarias do extrato de kava-kava. Comparando-
se 1 e 7, verifica-se que apenas esta Ultima é encontrada em duas formas
tautoméricas, sendo a forma endlica estabilizada pela conjugagdo com o grupo
lactona. A existéncia de equilibrio ceto-endlico pode influenciar no perfil
farmacolégico de 7, ja que as duas formas podem apresentar diferentes

propriedades farmacolégicas.
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Modificacbes no grupo etileno que conecta os anéis lactonico e aromatico
podem levar ao andlogo 2, por substituicdo da ligacdo dupla por uma ligacao
simples, e ao analogo 15, por supressdao da cadeia. A lactona 2, também é
encontrada no extrato de kava-kava, na forma enantiomericamente pura, e é
denominada diidrokavaina. A substituicdo da ligacdo dupla de 1 por uma ligacéao
simples leva a uma molécula mais flexivel, com maior liberdade conformacional, o
que pode influenciar principalmente na interacdo com os receptores farmacologicos.
A lactona 15, ndo encontrada no extrato de kava-kava, por ndo apresentar a cadeia
interligando os anéis, pode fornecer informagcdes sobre a importancia desta para a
atividade biolégica.

Visando a adotar a estratégia do bioisosterismo classico, trés trocas
bioisostéricas foram planejadas, com a troca do oxigénio pelo enxofre. Uma delas foi
a troca do oxigénio do grupo hidroxila ligado ao carbono da posicao 4 para obtencéo
de 100. A outra foi a troca do oxigénio ligado ao carbono na posicéo 2, para formar
101. Também foi proposta a troca simultanea destes atomos de oxigénio, a fim de
formar 102. Estas modificacées podem levar a analogos com diferentes polaridade e
conformagbes, 0 que pode conduzir a respostas farmacologicas diferentes ou
mesmo semelhantes as do template 7.

Finalmente, a introducdo de substituintes elétron doadores e elétron
retiradores no anel aromatico de 7. Estas modificacdes levam a analogos com
diferentes caracteristicas eletronicas e de volume, além de terem seu carater

lipofilico modificado, como, por exemplo, para 0 composto 21.

2.2.1. Sintese das lactonas para avaliacao farmacolégica

Num primeiro momento, foram sintetizados a kavaina 1, a diidrokavaina 2 e o
analogo 15. Com protocolo otimizado pelo nosso grupo de pesquisa, realizou-se a a
condensacao aldélica entre o didnion do acetoacetato de etila (50) e os aldeidos:
cinamaldeido, diidrocinamaldeido e benzaldeido, na presenca de LDA. Os produtos
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obtidos sofrem entdo uma O-metilacdo com dimetilsulfato, gerando as lactonas

pretendidas, do tipo 4-metoxi-2-pirona (Esquema 2.24).

OH OCH,4
M i N ji N
0/\4) —_—
R~ S0~ o R~ 0~ o
50 7 -CHCHCg4Hs 1 -CHCHGgH5
8 -CgHs 15 -CgHg

i LDA, ArCHO, 0 ° C, THF; ii: (CH3)>S0O4, KoCOg4, t.a., acetona.
Esquema 2.24

O protocolo inicia com a reagcédo do acetoacetato de etila 50 e uma base forte
(LDA), em solvente aprético (THF), a 0 °C. O enolato realiza um ataque nucleofilico
ao carbono do aldeido e, apds ciclizacdo intramolecular, ocorre a formacao do
composto hexaciclico. O produto gerado estabiliza-se através do equilibrio ceto-
enodlico, com predominio da forma endlica devido a conjugacdo com o grupo
carboxila da lactona (Esquema 2.25). As lactonas 7, 8 e 49 foram obtidas com

rendimentos de 90, 80 e 70%, respectivamente.

O o o o 0O O
)J\/U\o/\ LDA > MOAMMO/\

kY

R H

o)

OH (0]
L0 B
R O O R O O R(?O

: %

Esquema 2.25
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A lactona formada, apds purificacao, é colocada em meio levemente alcalino
com dimetilssulfato, ocorrendo a reagcédo na proporcao molar de 2:1 de substrato em
relacdo ao agente alquilante (Esquema 2.26). Os produtos formados foram
purificados por cromatografia em coluna, chegando-se a rendimentos de 86, 76 e
68%, respectivamente para os compostos 1, 15 e 2.

OH (o] 69\
s e fi
Ar OO O Ar O O Ar O O
Q
H3CO—-$-G*CHj
o)
OCHj,
X
Ar O O

Esquema 2.26

Os dados para a identificacao das substancias, obtidos por espectroscopia de
RMN 'H, estdo apresentados na Tabela 2.1 (lactonas obtidas por condensacgéo
alddlica) e na Tabela 2.2 (lactonas obtidas ap6s O-metilagdo). Para as seis
substancias sintetizadas, os espectros de RMN 'H caracterizam o anel lactonico,
através de trés picos com sinais distintos, referentes aos hidrogénios Hs, Hs e Hg. O
pico de Hs aparece como um simpleto em 5,0-5,2 ppm, caracteristico de hidrogénios
vinilicos. Para a lactona 49, quando a anadlise foi efetuada em outro solvente
deuterado (CDCl3), estes sinais aparecem na regiao de 3,48 ppm, com constante de
acoplamento igual a 18,7 Hz. Em DMSO-ds, predomina a forma endlica da
substancia, devido as interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio favorecidas pela
maior polaridade do solvente, enquanto que em CDCl3, no qual estas interagdes sao
desfavorecidas, ha predominio da forma cet6nica. Assim, em CDCls, os sinais de Hj
aparecem com um maior deslocamento devido a auséncia dos efeitos da dupla

ligagéo sobre Hs, observados quando a andlise € efetuada em DMSO-de.
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Tabela 2.1: Identificacdo dos sinais obtidos por RMN 'H para as lactonas obtidas por
condensacao aldélica (DMSO-dg, 300 MHz).

H3 H5 He H7 H8 HAr
. 5,04 (s) 254(dd)  507-510 643 (dd) 6,73 (d) 7,13 7,71
Jsas = 4,5 (m) J76=6,3 Js7 = 16,1 (m)
Jsaso = 17,3 Jr5=16,1
2,66 (dd)
Jsps = 10,6
Jspsa = 17,3
8 5,08 (s) 2,58 (dd) 546 (dd) - e 7,34 —7,48
Jsas = 4,0 Jss = 4,0 (m)

Jsasp = 17,2 Josp = 11,8

2,83 (dd)
Isps = 11,8
Jspsa = 17,2

49 4,98 (s) 2,37 (dd) 4,25 - 4,34 1,84 — 2,09 2,60 — 2,81 717 —-7,32
Jsas = 4,1 (m) (m) (m) (m)
Jsasp = 17,3

2,50 (dd)
Isps = 11,7
Jsp-50 = 17,3

* 0s numeros indicam o deslocamento dos sinais em ppm.
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Tabela 2.2: Identificagdo dos sinais obtidos por RMN 'H para as lactonas obtidas

apos O-metilacao (CDI3, 300 MHz).

H3 4'OCH3 H5

He H7 H8 |'|Ar

;  519(s) 376(s) 2,54 (dd)
Jsas = 4,5

Jsaso = 17,1

2,66 (dd)
Jsps = 10,7
Jspsa = 17,1

15  524(s) 3,78 (s) 2,59 (dd)

Jsas = 4,0

Jsasp = 17,2

2,82 (dd)
Jsps = 12,0
Jsp-5a = 17,2

o  506(s)  3,65(s) 2,22 (dd)

Jsas = 3,8

Jsaso = 17,0

2,43 (dd)
Isps = 11,9
Jsp-50 = 17,0

502-509 6,26 (dd)
(m) J76=16,2
J78=16,0

6,73 (d) 7,27 — 7,41
Jg7=16,0 (m)

542 (dd) - e 7,32 -7,43
Jssa = 4,0 (m)
Jssp = 12,0

424-433 1,79-1,91 2,65-2,86 7,10-7,24
(m) (m) (m) (m)

1,99 -2,12
(m)

* 0s numeros indicam o deslocamento dos sinais em ppm.

40



Os sinais dos hidrogénios Hs aparecem em 2,2-2,8 ppm, na forma de duplos
dupletos, devido ao acoplamento entre si e com Hg. Para as lactonas contendo o
spacer de dois carbonos (1, 7, 8 e 15), o sinal de Hg aparece como um multipleto,
devido aos diferentes acoplamentos que ocorrem com este atomo. Ja no caso das
lactonas 8 e 15, sem a presenca de cadeia entre os anéis, o hidrogénio He
apresenta-se como um duplo dupleto, com constantes de acoplamento que indicam

a interagdo com os dois hidrogénios Hs.

A cadeia que liga os anéis lactbnico e aromatico, quando insaturada,
apresenta os sinais de H; e Hg em 6,3-6,7 ppm, caracteristicos de hidrogénios
vinilicos, com constantes de acoplamento em 16,0-16,1 Hz, demonstrando a
interacdo em trans entre estes hidrogénios. Para 2 e 49, com cadeia saturada, os
sinais aparecem na regido de 1,8-2,1 ppm para H; e 2,6-2,9 ppm para Hs. Na regiao
de 7,1-7,7 ppm aparecem os sinais dos hidrogénios aromaticos. Para as lactonas O-
metiladas, adicionalmente aparecem os sinais em 3,7-3,8 ppm referentes aos

hidrogénios do grupo metoxila na posicao 4.

2.2.2. Obtencao de analogos do cinamaldeido

Para obtencdo de lactonas estruturalmente semelhantes a kavaina, foi
proposta a sintese, a partir de derivados do benzaldeido, de analogos substituidos
do cinamaldeido para posterior emprego na obtencdo das lactonas. Em todas as
reacdes foram empregados o benzaldeido, dois aldeidos com grupos doadores de
elétron (3,4-metilenodioxicinamaldeido e 4-metoxibenzaldeido) e dois aldeidos com

grupos retiradores de elétron (4-nitrobenzaldeido e 4-fluorbenzaldeido).

A primeira técnica empregada foi condensacao alddlica classica. A técnica
consiste na reacao de um aldeido ndo-enolisavel (benzaldeido ou analogo) com um

aldeido enolisavel (acetaldeido), em meio bésico (Esquema 2.27).
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CHO CHO

i ii = | A
Y4 N4

R #/

35 R=H
103 R = p-OCHg

104 R = 3,4-CH,OCH,-

105 R = ,O-NOZ
106 R =p-F

iz CH3CHO, KOH; ii: HCI.
Esquema 2.27

Inicialmente realizou-se a adicdo de acetaldeido ao meio com aldeido e
hidréxido de potassio. A adicdo de acetaldeido foi efetuada gota a gota, visando a
minimizar reagdes paralelas, como a condensacao entre moléculas de acetaldeido.
Com o mesmo objetivo, outras estratégias foram empregadas, como a adicdo gota a
gota do acetaldeido diluido em etanol e a adicdo do aldeido diluido ao meio

contendo acetaldeido e base.

Outro problema que poderia prejudicar a reacdo seria a volatilidade do
acetaldeido, o que foi contornado pela adicdo deste reagente com o meio resfriado a
0 °C. Como base, empregou-se hidréxido de potassio, testando-se trés situacoes:
pastilhas em meio etandlico, solucdo aquosa e solucao etandlica. Alternativamente,
empregou-se também a solugdo aquosa de hidréxido de sédio.

Estas condi¢des foram realizadas com proporcdées equimolares ou duplicou-
se a proporcdo molar de aldeido em relacdo ao acetaldeido e a base, a fim de
deslocar o equilibrio. As reacbes foram acompanhadas por cromatografia em
camada delgada, observando-se que os aldeidos contendo grupos desativadores

diminuiam o tempo da reacao, por tornarem o carbono da carbonila mais eletrofilico.

Em nenhuma das condicbes empregadas permitiram a obtencdo de
quantidades de produtos que possibilitassem a identificacdo das moléculas e o
calculo dor rendimentos da reagdo. Quando foram obtidas quantidades razoaveis
dos produtos brutos, diversas técnicas foram empregadas para purificacdo
(centrifugacdo, extragdo, cromatografia em coluna, cristalizacdo, precipitacao
forcada), sem sucesso. Assim, nas condicbes empregadas, a técnica de
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condensacao alddlica nao se mostrou adequada para a sintese dos analogos do
cinamaldeido, ndo permitindo a obtencdo dos produtos com quantidade e pureza

suficientes para fins de identificacdo e emprego na sequéncia de reacoes planejada.

Devido aos problemas apresentados com a condensacdo alddlica e os
aldeidos acima citados, decidiu-se empregar a sintese dos aldeidos a partir de
analogos substituidos do acido cinamico. A partir de analogos substituidos do
benzaldeido, foram obtidos analogos do &acido cinamico, por condensacao de

Knowvenagel, reacao classica e realizada com éxito.

Para obtencéo do aldeido a partir do alcool, a primeira técnica empregada foi
a reducdo dos acidos para formacado de alcodis, empregando-se tetraidreto de
aluminio e litio (LiAlH4), em THF, para posterior oxidacdo do produto obtido com
biéxido de manganés (MnOs), em acetato de etila (Esquema 2.28)%.

N CHO N\ _COOH \\_CH20H
|/ > |/ ii |
i

Y

| N\ _-CHO
glA
35 R=H

103 R = p-OCHs

104 R = 3,4-CH,OCH,-
105 R = p-NO,

106 R =pF

i: acido mal6nico, dietilamina, piridina, refluxo, 1h;
ii: LiAIH4, THF, 0 ° C, 1 h; iii: MnO,, acetato de etila, t.a.

Esquema 2.28

Para os acidos utilizados, o acompanhamento da reacao por cromatografia
em camada delgada mostrou a ocorréncia da mesma. Entretanto, a quantidade de
produto foi insuficiente para a realizacdo de isolamento e identificacao.

43



Adicionalmente, foi observado na literatura que, para o acido cinamico, a reacao
com LiAlHs pode levar a reducdo da ligacdo o,B-insaturada, formando o élcool

diidrocinamico®’.

Decidiu-se empregar o protocolo desenvolvido por Cha e colaboradores®,
que consiste na reducao oxidativa do acido. O método inicia com a redugao do acido
por NaBH, , seguindo-se tratamento com um acido de Lewis [(CH3).SO4], gerando
um aciloxiborano, que por sua vez converte-se em um trialcoxiborano. Este é
oxidado a aldeido com piridiniumclorocromato (PCC), sem chegar a etapa de

formacgéo do alcool (Esquema 2.29).

©/CHO ; @/\/COOHH . @/\/CHO
—_— J
R rCA R~

35 R=H

103 R = p-OCHj

104 R = 3,4-CH,OCH,-
105 R = p-NO;

106 R = p-F

i acido malbnico, dietilamina, piridina, refluxo, 1h; ii NaBH,4, THF,
(CH3)2S0y4, T.A., over night; iii: PCC, diclorometano, refluxo, 6 h.

Esquema 2.29

Como variaveis a serem analisadas, foram selecionadas as quantidades de
NaBH4 (1,0; 1,5 e 2,0 equivalentes), (CH3).SO4 (1,0; 1,1 e 1,5 equivalentes) e PCC
(1,1; 1,5 e 2,0 equivalentes). Depois de testadas as condigbes e combinacdes
possiveis, foi observada a influéncia destes fatores no tempo de reagao e no perfil
de impurezas do produto bruto, observados por cromatografia em camada delgada,
fixando-se a proporcao 1,0:1,0:1,1 de NaBH,, (CH3).SO4 e PCC. O PCC foi triturado
em silica, alumina ou silicato de magnésio, 0 que aumentaria sua superficie de
contato, proporcionando melhores resultados e facilitando a purificagdo, conforme
recomendacao da literatura®.

Na etapa final da oxidacdo, realiza-se uma adicdo de solvente no meio

reacional, com posterior filtracdo por uma camada de silica ou alumina. Foram
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empregados como solvente éter etilico, acetato de etila e diclorometano. Os
melhores resultados foram obtidos com diclorometano, que, por ser de menor
polaridade, consegue filtrar primeiramente o produto menos polar, deixando retido
na silica ou alumina, as impurezas mais polares, que eram arrastadas anteriormente
pelos outros dois solventes. Entretanto, como ocorrido com o0s experimentos para
condensacao alddlica, a dificuldade para purificacdo dos produtos impossibilitou o

isolamento dos produtos para identificacao.

2.2.3. Obtencao de bioisosteros das kavalactonas

Com a finalidade de obter um analogo tioendlico do composto 1, tentou-se
desenvolver protocolo com reagente de Lawesson, segundo método publicado em
nosso laboratério*® (Esquema 2.30). E importante ressaltar que, embora tenha sido
planejada a tionacdo da hidroxila endlica na posicao 4, dependendo das condi¢cdes
empregas pode ocorrer a tionagao do heteroatomo na posicdo 1 e do oxigénio da
ligacdo C=0 em 2.

OH XH
A ,Z X

A o 0 X oY
7 100 X=S,Y=0
101 X=0,Y=S
102 X=S,Y=S

i: reagente de Lawesson, refluxo, tolueno.
Esquema 2.30

Esta reacao foi realizada com diferentes equivalentes molares do reagente de
Lawesson (0,5; 1,0 e 1,5 equivalentes), sendo conduzida a temperatura ambiente
durante uma noite. Entretanto, n&o foi possivel a purificacdo do produto pela técnica
empregada (cromatografia em coluna), possivelmente pela reversdo da reagéo,
obtendo-se um produto com perfil cromatografico semelhante ao produto de partida.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Equipamentos e Técnicas

2.3.1.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros foram analisados pelos deslocamentos quimicos expressos em
parte por milhdo (ppm), sendo utilizado como padrdo interno o tetrametilsilano
(TMS). Os solventes utilizados foram CDCIl; e DMSO-ds¢. As constantes de
acoplamento estao representadas pela letra J e expressas em hertz (Hz). A analise
das amostras foi realizada pelos aparelhos de Ressonancia Magnética Nuclear
Varian Inova® e Varian VNMR®, ambos operando a 300 MHz, pertencentes ao

Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Em RMN de 'H, as notacdes utilizadas para a multiplicidade dos picos foram
as seguintes: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto). Para
os sistemas AB, o hidrogénio mais desblindado foi representado por Ha e o mais
blindado por Hb.

2.3.1.2. Espectroscopia no infravermelho

Os espectros foram realizados no Espectrofotébmetro de Infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) modelo Spectrum BXIl marca Perkin Elmer,
pertencente ao Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As vibracGes axiais e angulares foram
expressas em cm’'. As amostras foram analisadas em pastilhas de KBr (2%).
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2.3.2. Procedimento geral para aldolizagédo/lactonizacio :

A uma solucao gelada (0 °C) de diisopropilamina (2,64 mL, 2,4 Eq.) em THF
(30 mL), sob atmosfera de nitrogénio, foi adicionado n-butil-litio (14,5 mL de uma
solucado 1,3 mol/L, 2,4 Eq.) a mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 45
minutos a 0 °C. Acetato de etila (1 mL, 1 Eq.) foi adicionado gota a gota a 0 °C e,
ap6s 20 minutos, foi adicionado o aldeido correspondente (1,1 Eq.). Ap6s 20
minutos de agitacdo a 0 °C, foi adicionada agua gelada (30 mL), e a mistura foi
levada a temperatura ambiente e mantida sob agitacao por 3 horas. Efetuou-se uma
extracdo com éter etilico (2 x 30 mL) e a fracdo aquosa foi acidificada até pH 1 com
acido cloridrico fumegante. Apés cristalizacdo a temperatura de 0 °C, o produto foi
filtrado, lavado com agua e seco em dessecador a Vacuo.

OH

PF (°C): 98-106

RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz, § ppm): 2,54 (dd, 1Hs, J = 4,5; 17,3 Hz), 2,66 (dd,
1Hs, J = 10,6; 17,3 Hz), 5,04 (s, 1H3), 5,07-5,10 (m, 1He), 6,43 (dd, 1H-, J = 6,3; 16,1
Hz), 6,73 (d, 1Hs, J = 16,1 Hz), 7,13-7,71 (m, 5Ha).

IV (KBr, vem™): 1682, 1577, 1224 744, 690.

* Os solventes utilizados neste trabalho foram previamente purificados e destilados conforme
PERRIN, D.D.; ARMAREGO, W.L. Purification of Laboratory Chemicals, 32 Ed., New York, pergamon
Press, 1988, 391 p.
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OH

PF (¢C): 122-132

RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz, & ppm): 2,58 (dd, 1Hs, J = 4,0; 17,2 Hz), 2,83 (dd,
1Hs, J = 5,1; 11,8 Hz), 5,08 (s, 1H3), 5,46 (dd, 1Hs, J = 4,0; 11,8 Hz), 7,34-7,48 (m,
5Hp).

IV (KBr,vem™): 1577, 1284, 761, 698.

OH

49
PF (2C): 92-98

RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz, § ppm): 1,84-2,09 (m, 2H-), 2,60-2,81 (m, 2Hg), 2,37
(dd, 1Hs, J = 4,1; 17,3 Hz), 2,50 (dd, 1Hs, J = 11,7; 17,3 Hz), 4,25-4,34 (m, 1He), 4,98
(s, 1Ha), 7,17-7,32 (M, 5Ha).

IV (KBr, vem™): 1679, 1580, 1281, 747, 700.
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2.3.3. Procedimento geral para O-metilacao:

Em um baldo contendo acetona, foram adicionados 200 mg da 4-hidroxi-o-
valerolactona (7, 8 ou 49). Bicarbonato de potassio anidro (2 Eq.) e dimetilssulfato (2
Eq.) foi adicionados e a suspensdo foi agitada a temperatura ambiente por uma
noite. A mistura foi filtrada e lavada com acetato de etila, sendo o filtrado
concentrado em evaporador rotatério. O produto filtrado foi purificado por
cromatografia em coluna (Acetato de Etila/Hexano 50:50).

PF (2C): 141-143

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, § ppm): 2,54 (dd, 1Hs, J = 4,5; 17,1 Hz), 2,66 (dd, 1Hs, J
=10,7; 17,1 Hz), 3,76 (s, 3Has-0cr3), 5,02-5,09 (M, 1He), 5,19 (s, 1Hs), 6,26 (dd, 1H7, J
- 6,2; 16,0 Hz), 6,73 (d, 1Hs, J = 16,0 Hz), 7,27-7,41 (m, 5Hay).

IV (KBr, v cm™): 1695, 1621, 1227, 748, 694.

OCH,

15
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PF (2C): 143-145

RMN 'H (CDCls, 300 MHz, 5 ppm): 2,59 (dd, 1Hs, J= 4,0; 17,2 Hz), 2,82 (dd, 1Hs, J=
12,0; 17,2 Hz), 3,78 (s, 3Haochs), 5,24 (s, 1Hs), 5,42 (dd, 1Hs, J= 4,0; 12,0 Hz), 7,32-
7,43 (m, 5Hp).

IV (KBr, v cm™): 1706, 1618, 1229, 757, 677.

OCHs

PF (¢C): 75-78

RMN "H (CDCls, 300 MHz, § ppm): 1,79-1,91 (m, 1H5), 1,99-2,12 (m, 1H,), 2,22 (dd,
1Hs, J = 3,8; 17,0 Hz), 2,43 (dd, 1Hs, J = 11,9; 17,0 Hz), 2,65-2,86 (m, 2Hs), 3,65 (s,
3Ha-00ns), 4,24-4,33 (M, 1Hg), 5,06 (s, 1Hs), 7,10-7,24 (M, 5Hpy).

IV (KBr, v cm™): 1702, 1624, 1253, 747, 698.

2.3.4. Gerenciamento de residuos

Os residuos quimicos liquidos foram coletados em frascos de 1 litro de bocal
largo, distribuidos pela Comissdo de Saude e Ambiente de Trabalho (COSAT). No
comeco da utilizagdo, os mesmos foram rotulados, sendo preenchidas informacdes
sobre o tipo de residuo, a sala, o telefone, a data do inicio do envase, o responsavel,
a possibilidade ou ndo de purificacdo e o pH da solugdo. Os residuos quimicos
sélidos foram armazenados em sacos plasticos transparentes e rotulados e enviados

para aterro. As vidrarias de laboratério quebradas foram acondicionadas em caixa
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de papelao resistentes a ruptura. As vidrarias limpas foram encaminhadas para
reciclagem e as contaminadas para aterro como residuo sélido. Os frascos foram
preenchidos até oitenta por cento da capacidade, sendo armazenados e recolhidos
periodicamente pela COSAT e encaminhados para destinacdo final conforme
legislacao vigente.
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2.4. CONCLUSOES

A literatura existente é rica em métodos para sintese de kavalactonas, sendo
bastante diversificados os rendimentos obtidos em funcédo da técnica empregada.
Utilizando protocolo do nosso grupo de pesquisa, foi possivel a obtencao da
kavaina, da diidrokavaina e de um andlogo, através de técnicas rapidas e de facil

execucao, obtendo-se bons rendimentos.

Os estudos visando a obtencdo de anéalogos do cinamaldeido, para futuro
emprego na obtencéo de lactonas por condensacao alddlica, nao foram satisfatérios,
devido a pouca pureza dos produtos. Novas alternativas deverao ser estudadas para
que seja possivel a sintese de analogos da kavaina contendo substituintes no anel

aromatico.

Embora a estratégia de bioisosterismo seja interessante do ponto de vista
quimico-medicinal, com o protocolo empregado nao foi possivel a obtencdo dos
analogos contendo enxofre. Desta forma, novos reagentes ou procedimentos
experimentais devem ser estudados para que sejam viabilizados os tiocompostos
analogos as kavalactonas, j& que a maior lipofilia dos mesmos pode facilitar o

acesso ao sistema nervoso central.
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3. CAPITULO II: AVALIACAO
DA ACAO ANSIOLITICA E
HIPNOTICO-SEDATIVA DE
KAVALACTONAS E
ANALOGOS






3.1. INTRODUCAO

3.1.1. Atividade ansiolitica e hipnodtico-sedativa da kava-kava e das
kavalactonas

Os estudos farmacolégicos relativos a kava-kava vém sendo realizados com a
resina obtida das raizes da planta ou com as kavalactonas isoladas, incluindo testes

in vivo'®1 "in vitro®™1®?" e ensaios clinicos®*?*. Muitos destes estudos visam &
elucidagdo do mecanismo de agédo do extrato de kava-kava e das kavalactonas,

sendo que alguns serao relatados a seguir.

Furgiuele e colaboradores' demonstraram que, em camundongos, os extratos
aquosos de kava-kava reduziram a atividade locomotora espontanea em doses que
nao exerceram efeito na atividade locomotora forcada, avaliada em aparelho de rota-
rod. Os extratos reduziram a irritabilidade em ratos com lesdes no septo bilateral e
inibiram a resposta a esquiva condicionada. Os resultados encontrados sugerem
que os efeitos observados podem ser atribuidos a outros componentes presentes na
kava-kava, ja que os extratos aquosos possuem baixo ou nenhum teor de

kavalactonas.

Por outro lado, foi observado o efeito sedativo do extrato lipidico da kava-kava

24 Klohs e colaboradores

através do teste de potenciacdo do sono barbiturico
verificaram que o extrato de kava-kava e as kavalactonas isoladas aumentaram o
tempo de sono induzido por pentobarbital, sendo este efeito mais marcante para a
diidrometisticina®. Em outros estudos, a kava-kava diminuiu a laténcia e aumentou o
tempo de duracdo do sono induzido por hexabarbital®*.

Dois estudos realizados em aves com o extrato de kava-kava empregaram o
ensaio de estresse por separacao para avaliar o efeito ansiolitico da kava-kava. No
primeiro, o extrato atenuou a vocalizagao induzida por separagcdo e a analgesia
induzida por estresse, enquanto que das kavalactonas, somente a diidrokavaina 2

exerceu alguma atividade, atenuando o primeiro parametro®. No outro estudo,
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reforcou-se que o extrato de kava-kava ndo afeta a recumbéncia ventral, indicativo
de propriedades sedativas. As amostras de extrato de kava-kava produziram um
decréscimo na vocalizacdo induzida por separacao, sem afetar o estresse induzido
por analgesia, sendo mais ativas aquelas contendo maior concentragdo de

diidrokavaina 2°.

Empregando-se o labirinto em cruz elevado com camundongos, observou-se
um efeito agudo, do tipo ansiolitico, do extrato de kava-kava LI 150, com uma curva
dose-resposta em forma de U invertido, o que é observado em ansioliticos’. Em
outro estudo, também com camundongos, o extrato de kava-kava apresentou
propriedades do tipo ansioliticas no labirinto em cruz elevado e na esquiva
condicionada, apresentando um efeito dose dependente. A poténcia nos dois
ensaios foi semelhante, o que reforca a hipétese de que efeitos ndo se devem a uma
acdo Unica, mas foi significativamente menor que a do diazepam®. No mesmo
estudo, os resultados obtidos no ensaio de atividade locomotora mostraram que a
kava-kava causou uma ansiblise inicial, seguida da acdo inibitéria, com profunda
depressédo em altas doses. Adicionalmente, o extrato de kava-kava apresentou uma
razao entre as poténcias sedativa/ansiolitica menor do que a do diazepam, o que
pode sugerir que o0 extrato tenha um pequeno valor no tratamento da ansiedade,
quando a sedacao é desejavel®.

3.1.1.1. Kava-kava, kavalactonas e neurotransmissao GABAérgica

Davies e colaboradores® estudaram a interagdo das kavalactonas isoladas e
do extrato com os receptores GABAA, GABAg e com o sitio benzodiazepinico. Neste
estudo, nao foi possivel verificar uma interacdo significativa com estes receptores,
ou a mesma nao estava correlacionada com dados obtidos em experimentos in vivo,
sendo atribuida a kava-kava uma acao nao especifica mediada pela membrana
lipidica, proporcionada pela alta lipofilia das kavalactonas. Estudos com flumazenil,
um antagonista benzodiazepinico, também ressaltaram a nao ocorréncia de

interacdo da kava-kava com o sitio benzodiazepinico®.
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Por outro lado, estudos com espectroscopia de correlacdo fluorescente
evidenciaram a existéncia de uma ligagdo especifica da (+)-kavaina 1a com algum
receptor do cortex cerebral, em mais de um sitio de ligacdo'®. Jussofie e
colaboradores'’ demonstraram que o extrato de kava-kava aumentou, de maneira
dose-dependente, a ligagdo do agonista [*H]muscimol ao receptor GABAA em
diferentes regides cerebrais de ratos, sem alteracao na afinidade, sugerindo que as

kavalactonas aumentam o numero dos sitios de ligacao deste receptor.

Boonen e Haberlein'? verificaram um aumento da ligacdo da [*H]metocloreto
de bicuculina ([°H]BMC) ao receptor GABA,, ap6és a administragdo de (+)-
kavalactonas isoladas. A observacao de que a atividade relaciona-se a estrutura
quimica das moléculas permitiu concluir que ocorre uma interacao especifica destas
moléculas com algum sitio de ligacdo. Novamente, a interacdo com o sitio

benzodiazepinico foi descartada pelos pesquisadores.

Também foi observada uma acéo inibitéria do extrato de kava-kava e da (%)-
diidrokavaina 2, parcialmente reversivel por bicuculina, sobre a atividade tdnica do
ndcleo trato solitario, mediada por GABAa. No estudo, foi demonstrado que o
sacoflen, um antagonista seletivo do receptor GABAg, ndo antagonizou os efeitos
inibitdérios das kavalactonas sobre os neurénios cerebrais, reforcando a hipétese de
nao haver interacdo das moléculas com este receptor. O pré-tratamento com o
extrato de kava-kava reduziu significativamente os efeitos inibitérios induzidos por
GABAa no nucleo trato solitario, indicando interagcdes das kavalactonas com este

receptor'®.

Extratos de raizes e folhas de diferentes cultivares de kava-kava, com
conteudo varidvel de kavalactonas, foram testados em ensaios de radioligacdo e
diferentes receptores cerebrais. Mostrou-se importante a interagdo com o sitio de
ligacdo do GABA ao receptor GABA,, com inibigao da ligagao do [*H]muscimol™.

A andlise dos efeitos das kavalactonas na transmissdo neuronal, permitiu
observar uma estabilidade no potencial de membrana, apds adigdo de (+)-kavaina 1,
reforcada por modificagdes no potencial inibitério pos-sinaptico apos estimulacéo do
estriado, fatores que podem ser atribuidos a um forte componente GABAérgico .
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3.1.1.2. Kava-kava, kavalactonas e neurotransmissao monoaminérgica

Além dos receptores GABAA e GABAg, foi investigada a acado da kava-kava e
das kavalactonas sobre outros neurotransmissores. Seitz e colaboradores'®
observaram que, em altas concentragées, as kavalactonas inibiram
significativamente a recaptacdo neuronal de noradrenalina, mas n&o tiveram agéo
sobre a recaptacao de serotonina. Os estudos também demonstraram uma melhor
acao da (+)-kavaina 1a e (¥)-kavaina 1 em relacdo a (+)-metisticina 3a sugerindo

também que n&o ha influéncia da estereoquimica sobre a atividade das moléculas.

Boonen e colaboradores'’ avaliaram os efeitos da (+)-kavaina 1 e (+)-
diidrometisticina 3 nos niveis de dopamina, serotonina, e seus metabdlitos (inclusive
taxa de renovacdo), nas regides estriatais e corticais do cérebro de ratos.
Administrando-se (+)-diidrometisticina 3 em altas doses (100 mg/kg v.0.) e (%)-

kavaina 1 em uso crbnico, ndo ocorreram mudangas significativas.

Estudos avaliaram a acdo do extrato de kava-kava e das kavalactonas sobre
0S niveis extraneuronais de neurotransmissores no nucleo acumbens de ratos. A
administracdo do extrato em altas doses (220 mg/kg i.p.) causou decréscimo nos
niveis de dopamina com aumento nas concentracées de DOPAC em alguns ratos,
enquanto outros reagiram com aumento na dopamina sem alteragdes de DOPAC,
possivelmente existindo um limiar para que ocorram as diferentes sensibilidades.
Das kavalactonas isoladas, somente (+)-kavaina 1 (30 mg/kg i.p.) € yangonina 5
(120 mg/kg i.p.) exerceram algum efeito, diminuindo os niveis de dopamina. No caso
da serotonina, kavaina 1 causou decréscimo nos niveis, enquanto
desmetoxiyangonina 6 causou diminuicdo ou aumento nos niveis deste

neurotransmissor'®.

O’Hara, Kinnard e Buckley' demonstraram, em UGteros de ratas, um
antagonismo serotoninérgico por diidrometisticina 4 e desmetoxiyangonina 6, porém
o extrato de kava-kava ndo alterou as concentracdes cerebrais deste
neurotransmissor. Schelosky e colaboradores® observaram um possivel
antagonismo dopaminérgico que justificaria o efeito sedativo do extrato de kava-

kava.
62



Estudos utilizando a kavaina 1 e a diidrometisticina 4 demonstraram que as
mesmas reduziram a freqiiéncia da ocorréncia de alteracées no potencial de campo
induzida por omissao do ion magnésio extracelular, no hipocampo, de modo dose-
dependente, além de apresentarem efeitos aditivos com a ipsapirona, um agonista
5-HT1a que exerce efeitos ansioliticos?'.

3.1.1.3. Atividade ansiolitica de outras estirilpironas e diidroestirilpironas

A espécie Polygala sabulosa Bennett, do género Polygalaceae, apresentou
em sua constituicdo a presenca de diidroestrilpironas e estirilpironas com estrutura
muito semelhante as kavalactonas (Figura 3.1): DST 1 (103), DST 2 (104), DST 3
(105), STY 4 (106), STY 5 (107), STY 6 (108) e STY 7 (109).

Estudos com modelos animais avaliaram os efeitos psicofarmacoldgicos de P.
sabulosa de 103, 104, 105, 106, 107 e 109. No labirinto em cruz elevado, o efeito do
tipo ansiolitico foi observado para o extrato bruto, para a fracdo acetato de etila (rica
em estirilpironas e diidroestirilpironas) e para 103, 105, 106 ¢ 109. Nos testes de
potenciacdo do sono barbiturico e de inducao de sono por éter etilico, foi observado
um efeito depressor do sistema nervoso central, também devido a presenca das
estirilpironas e diidroestirilpironas. Os resultados obtidos no teste de protecdo as
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol e na avaliacdo da temperatura retal

evidenciaram um efeito anticonvulsivante do extrato e da fragdo acetato de etila®.

Foi demonstrado que as acdes de P. sabulosa envolvem, pelo menos
parcialmente, a participacdo do sitio benzodiazepinico do receptor GABAa. Desta
maneira, observou-se que o flumazenil promoveu um bloqueio parcial dos efeitos de
105, 106 e 109 no labirinto em cruz elevado. No ensaio de radioligacéo, todas as
estirilpironas e diidroestirilpironas foram capazes de deslocar a ligacdo do
[*H]flunitrazepam em diferentes magnitudes, sendo que 104, 105, 106, 107 ¢ 109
exibiram uma moderada afinidade ao sitio benzodiazepinico na ordem de

micromolar®.
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Figura 3.1: Estirilpironas de Polygala sabulosa.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Substancias-teste

Para os ensaios de avaliacdo farmacoldgica, foram selecionadas quatro das
seis lactonas sintetizadas: 7, kavaina 1, 15 e diidrokavaina 2, doravante chamadas
pelos seus codigos em nosso laboratério de LaSOM 1, LaSOM 29, LaSOM 40 e
LaSOM 76, respectivamente (Figura 3.2). A selecao foi baseada em ensaios
preliminares de nosso grupo de pesquisa e dados da literatura, conforme discutidos
anteriormente. Os analogos foram obtidos por sintese quimica, através de

metodologia descrita no capitulo anterior.

OCH,

LaSOM 1 LaSOM 29
7
@/ﬁi @/\/ﬁoi
LaSOM 40 LaSOM 76
15 2

Figura 3.2: Lactonas selecionadas para avaliagao farmacoldgica.

* As moléculas sintetizadas em nosso laboratério e submetidas a avaliagdo farmacologica sao
codificadas como LaSOM seguida de um numero (previamente determinado). Esta € a nomenclatura
doravante empregada nesta parte do manuscrito.

65



3.2.2. Ensaios comportamentais

3.2.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos, CF1, machos e adultos (20-30 g),
provenientes da colénia da Fundacado Estadual de Producédo e Pesquisa em Saude
(FEPPS). Antes dos experimentos, 0os animais passaram por uma adaptag¢do de no
minimo 72 horas no biotério de passagem da Faculdade de Farmacia — UFRGS, em
caixas plasticas de 17x28x13 cm, com no maximo 10 animais em cada caixa. Os
camundongos foram mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas, com temperatura
constante (2311 ° C), sob sistema de exaustido e umidade monitoradas, com acesso
livre a 4gua e alimento. Os experimentos foram realizados no periodo das 12 as 16
horas, ocorrendo uma adaptacado dos animais, de no minimo uma hora, a sala de

experimentacao.

3.2.2.2. Tratamentos

Os animais receberam os tratamentos por via intraperitoneal, sendo o volume
de administracao igual a 1 mL/100 g. A dose utilizada corresponde a 30 mg/kg da
substancia testada, escolhida com base em dados de literatura e em dados para
analogos pelo nosso grupo de pesquisa®’. As substancias foram suspensas com 5%
de polissorbato 80 (Tween 80®), sendo que para LaSOM 1 a suspensao mostrou-se
heterogénea, enquanto que as demais suspensdes foram homogéneas. A droga
empregada como controle positivo foi diazepam (1mg/kg), também suspenso com
5% de polissorbato 80 em solucao salina. O controle negativo utilizado foi solucéo
salina contendo 5% de polissorbato 80. Para auxiliar na preparacdo das amostras,
utilizou-se o auxilio de aparelho de ultra-som. Foram empregados de 8 a 12 animais
por experimento, baseando-se em trabalhos ja realizados pelo grupo de
pesquisa®®?°.
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3.2.2.3. Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado®>* foi o modelo escolhido para identificacdo de
substancias com potencial atividade ansiolitica. Consiste de dois bragos abertos
(30x10 cm com borda de protecédo de 1 cm) e de dois bracos fechados (30x10x15
cm) dispostos perpendicularmente aos bragos abertos, em forma de cruz grega,
elevado a uma altura aproximada de 50 cm do chéo (Figura 3.3).

Figura 3.3: Labirinto em cruz elevado.

Os diferentes tratamentos (salina, diazepam e kavalactonas/analogos) foram
administrados aos animais pela via intraperitoneal e, 30 minutos apds, os animais
foram posicionados no centro do labirinto, voltados para o brago aberto e
observados durante 5 minutos, por dois observadores independentes (Figura 3.4).
Foram determinados o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos (BA) e fechados (BF), o numero de rearings (episédios em que os animais
se encontram apoiados apenas pelas patas traseiras) e 0 numero de
comportamentos de avaliacdo de risco (quando o animal encontra-se no braco
fechado, mas estica o corpo e direciona a cabeg¢a em dire¢cdo ao brago aberto do
labirinto, podendo colocar uma, duas ou até trés patas no brago aberto e voltando a
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posicao original). O aparato foi limpo com alcool (96 °GL) apds a avaliagdo de cada

animal e todo procedimento foi realizado em ambiente de penumbra.

i.p. t =0 min t = 30 min t = 35 min

Tratamento Observacao
tempo BA e BF (s), entradas BA e BF (n)

rearings (n), avaliagdes de risco (n)

Figura 3.4: Esquema empregado para avaliacdo do efeito ansiolitico através do

labirinto em cruz elevado.

Para analise dos resultados foram considerados os valores absolutos (tempo
de permanéncia e numero de entradas nos bracos abertos e fechados), bem como
0s respectivos valores percentuais individuais, descontando-se o tempo gasto no
centro do labirinto®, conforme equacdes abaixo:

(1)  %TBA = (TBAx 100)/TT (3) %EBA = = (EBA x 100) / ET
(2)  %TBF=(TBF x 100) / TT (4) %EBF = = (EBF x 100) / ET

Onde: %TBA = percentual de tempo de permanéncia nos bracos abertos;
%TBF = percentual de tempo de permanéncia nos bragos fechados; TBA = tempo
de permanéncia nos bracos abertos; TBF = tempo de permanéncia nos bracos
fechados; TT = tempo total de exploracdo dos bracos (TBA+TBF); %EBA =
percentual de entradas nos bragos abertos; %EBF = percentual de entradas nos
bragos fechados; EBA = numero de entradas nos bragos abertos; EBF = numero de
entradas nos bragos fechados; ET = numero total de entradas (EBA+EBF).

Para a analise dos valores absolutos de tempo de permanéncia, entradas,
rearings e avaliagdes de risco, empregou-se ANOVA de uma via utilizando-se o
teste post hoc de Student Newmann Keulls. Quando os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal e/ou as varidncias entre os grupos nao forem homogéneas,
utilizou-se o teste ndo paramétrico Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de
comparacao post hoc de Dunn. Para analise dos valores percentuais (tempo de

permanéncia e entradas), realizou-se a comparacao das medianas através do teste
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de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagao post hoc de Dunn. O nivel de

significancia aceito foi de p < 0,05.
3.2.2.4. Teste de potenciacao do sono barbiturico

A fim de avaliar um possivel efeito sedativo, que poderia estar acompanhando
o efeito ansiolitico, as substancias que apresentaram alteracoes estatisticamente
significativas no labirinto em cruz elevado foram submetidas ao teste de potenciacéao

do sono barbittrico®.

Os animais receberam os diferentes tratamentos (salina, diazepam e
kavalactonas/analogos) pela via intraperitoneal e, apdés 30 minutos, receberam uma
injecao intraperitoneal de pentobarbital sdédico (40 mg/kg). Foram entdo observados
e avaliados os parametros laténcia e duracdo do sono, determinados pela perda e
retomada do reflexo postural, estabelecendo-se um cut off de 240 minutos como

valor maximo de tempo sono (Figura 3.5).

. . . Perda do Retomada do
ip.  t=0min t=30min reflexo postural  reflexo postural

| | | |
Trata|mento /| Laténcia | Duracéo |

Pentobarbital s6dico

40 mg/kg (i.p.)

Figura 3.5: Esquema empregado para avaliacao do efeito sedativo através do teste

de potenciacao do sono barbiturico.

Os parametros laténcia e duracao foram expressos em minutos. Para a
analise utilizou-se ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Student-
Newmann-Keulls. Quando os dados nao apresentaram distribuicdo normal e/ou as
variancias entre os grupos nao foram homogéneas, utilizou-se o teste nao

paramétrico Kruskall-Wallis, seguido pelo teste de comparagao post hoc de Dunn.
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3.2.2.5. Avaliacao da atividade locomotora espontanea (teste de exposicao ao
campo aberto)

Para as substancias que ocasionaram modificagcbes nos parametros de
comportamento exploratério, quando avaliadas no labirinto em cruz elevado,
realizou-se teste de exposi¢do ao campo aberto®*. Utilizou-se uma caixa de acrilico
transparente, medindo 40x 30x30 cm, com o fundo dividido em 24 quadrantes iguais,

com observagao e contagem manual (Figura 3.6).

Figura 3.6: Teste de exposicdo ao campo aberto.

Os camundongos receberam os diferentes tratamentos (salina e
kavalactonas/analogos) por via intraperitoneal e, 30 minutos ap6s, foram colocados
no centro do aparato. Apdés um periodo de 5 minutos para ambientacdo no aparato,
os animais foram observados por 5 minutos. Neste periodo, foram registrados os
parametros: crossings (cruzamentos entre os quadrantes delimitados no fundo do
aparato); rearings (episdédios em que os animais levantam o corpo apoiando-se
apenas pelas patas traseiras); groomings (comportamentos de auto-limpeza);
namero de bolos fecais (Figura 3.7). O aparato foi limpo com etanol 96 °GL entre um

animal e outro.
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Os resultados foram expressos como numero absoluto. Para analise da
contagem total de cada parametro, utilizou-se ANOVA de uma via seguido do teste
post-hoc Student-Newmann-Keulls. Também foi utilizado Kruskall-Wallis, quando
falharam a normalidade, a variancia entre os grupos ou, especialmente, para

avaliacao do numero de rearings e groomings.

i.p. t =0 min t=2|5 min t=3|0 min t=35 min
| | | |
Tratamento -
Observacao

crossings, rearings, groomings

e bolos fecais

Figura 3.7: Esquema empregado para avaliacdo do efeito sobre a atividade

locomotora através do teste de exposicdo ao campo aberto.

3.2.3. Ensaios de radioligacao

As mesmas substancias que foram avaliadas em ensaios comportamentais
(LaSOM 1, LaSOM 29, LaSOM 40 e LaSOM 76) foram submetidas a ensaios de
radioligacdo, através do deslocamento da ligacdo de [*H]flunitrazepam em
membranas sinaptossomais de cortex cerebral de ratos. Estes ensaios foram
realizados no Laboratério de Farmacologia Bioquimica e Molecular, do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, coordenado pelo

Prof. Dr. Frangois G. Noél.

Apés decapitacao, o cérebro de cada rato foi removido e homogeneizado em
aparelho de Potter a 4 °C em quinze volumes de uma solugdo gelada de sacarose
0,32 M (pH 7,4). Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 100.000 g por dez
minutos, sendo o sobrenadante posteriormente a 48.000 g por vinte minutos. Os
sinaptossomas crus obtidos foram ressuspensos em 50 mM de tampéao Tris-HCI 25
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mM (pH = 7,4 a 4 °C) tampéao Krebs e armazenados a -80 °C até o momento da sua
utilizacdo. A concentracao de proteinas da suspensao final foi determinada pelo

método de Bradford.

Os sinaptossomas (15,21 mg/mL de proteina) foram incubados a 4 °C por
noventa minutos em uma solugdo de tampao Krebs contendo 0,25 nM de [*H]-
flunitrazepam (84,5 Ci/mmol). Ap6s a incubacgédo, as amostras foram rapidamente
diluidas com 3 ml de uma solucéo gelada de tampao Krebs e imediatamente filtradas
em filtros de fibra de vidro (GMF 3, Filtrak, Alemanha), sob vacuo. Os filtros foram
lavados trés vezes com 3 ml de tampao, secos, imersos em liquido de cintilacao (0,1
g/L de 1,4-bis [2-(5-feniloxazol)]-benzeno [POPOP] e 4,0 g/L de 2,5-difeniloxazol
[PPQO] em tolueno) e a radioatividade retida nos filtros foi medida em cintildbmetro
Packard Tri-Carb 1600 TR. Os experimentos foram realizados em triplicata, nas
concentracdes de 5 e 50 uM para as substancias-teste e a ligagao nao-especifica foi

determinada utlizando-se uma solugéo 50 uM de flunitrazepam.

3.2.4. Consideracoes éticas

A manipulacdo animal foi realizada segundo os principios éticos relatados por
Goldim® e as normas do Council for International Organizations of Medical Sciences
(CIOMS)*, do Conselho Canadense de Cuidados com Animais (CCAC)*, da
Resolucao 714, de 20 de junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV)® e da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008%. Apés o término
dos experimentos, o sacrificio dos camundongos foi efetuado por deslocamento
cervical. A carcaca animal, acondicionada em embalagem plastica adequada e
conservada em freezer a -20 ° C, foi recolhida pelo Centro de Controle de Zoonoses
da Prefeitura de Porto Alegre. Os protocolos experimentais foram aprovados
previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade (processo n®
2007939, aprovado na reuniao n® 34, ata n® 114, de 4/9/2008).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Avaliacao da atividade ansiolitica e hipnoético-sedativa das lactonas
sintetizadas

3.3.1.1. Labirinto em cruz elevado

Durante a avaliacao pelo labirinto em cruz elevado, LaSOM 1 (7), um analogo
da kavaina sem o grupo O-metil na posicdo 4, ndo apresentou uma reducdo
significativa do numero de entradas nos bragos fechados (F.35 = 6,958, p<0,05)
acompanhada de um aumento no tempo de permanéncia nos bragos abertos (Fz 35 =
3,401, p<0,05) (Figura 3.8). Quando a andlise estatistica é feita com valores
percentuais, ndo se observa alteragdes na exploracdo e tempo de permanéncia de

nenhum dos bracos por parte de LaSOM 1 (Figura 3.9).

16 4 200 4
=14 180 A
- +4 T 1650 4

12 1 * £ 140 4

10 4 E 120 -

8 4 s 100 4

B 4
4
2 4

Miamero de Entradas

Tempo de P
=9
=
1

Bragos Abertos Bragos Fechados Bragos Abertos Bragos Fechados

[IsaL EHpzp M LasoM 1

Figura 3.8: Efeito de LaSOM 1 no labirinto em cruz elevado, em valores absolutos.
Tratamentos: SAL (solucéo salina, 1 mL/100 g i.p., n = 13), DZP (diazepam 1 mg/kg
i.p., n =11) e LaSOM 1 (30 mg/kg i.p., n = 12). Resultados expressos como médias
+ desvio padrdo. Diferencas estatisticamente significativas, em relagdo ao grupo
controle (SAL), determinadas por ANOVA, seguida de Student Newmann Keuls.
“*p<0,01; *p<0,05.
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Figura 3.9: Efeito de LaSOM 1 no labirinto em cruz elevado, em valores percentuais.
Tratamentos: SAL (solucéo salina, 1 mL/100 g i.p., n = 13), DZP (diazepam 1 mg/kg
i.p., n=11) e LaSOM 1 (30 mg/kg i.p., n = 12). Resultados expressos como mediana
e intervalos quartis. Diferencas estatisticamente significativas, em relacdo ao grupo
controle (SAL), determinadas por Kruskal Wallis, seguida de teste de Dunn. *p<0,05.

Para a kavaina, aqui denominada LaSOM 29 (1), ndo foram observadas
mudancas nos parametros avaliados, tanto em valores absolutos quanto em valores
percentuais (Figuras 3.10 e 3.11).
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Figura 3.10: Efeito de LaSOM 29 no labirinto em cruz elevado, em valores
absolutos. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100 g i.p., n = 13), DZP
(diazepam 1 mg/kg i.p., n = 11) e LaSOM 29 (30 mg/kg i.p., n = 12). Resultados
expressos como medias + desvio padrdo. Diferencas estatisticamente significativas,
em relacdo ao grupo controle (SAL), determinadas por ANOVA, seguida de Student
Newmann Keuls. ***p<0,001; *p<0,05.
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Figura 3.11: Efeito de LaSOM 29 no labirinto em cruz elevado, em valores
percentuais. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100 g i.p., n = 13), DZP
(diazepam 1 mg/kg i.p., n = 11) e LaSOM 29 (30 mg/kg i.p., n = 12). Resultados
expressos como mediana e intervalos quartis. Diferencas estatisticamente
significativas, em relagdo ao grupo controle (SAL), determinadas por Kruskal Wallis,
seguida de teste de Dunn. *p<0,05.

A administracdo de LaSOM 40 (15), que ndo contém o grupo etileno unindo
os dois anéis, ndao ocasionou mudangas significativas nos parametros avaliados,
tanto em valores absolutos quanto em valores percentuais (Figuras 3.12 e 3.13).
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Figura 3.12: Efeito de LaSOM 40 no labirinto em cruz elevado, em valores
absolutos. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100 g i.p., n = 13), DZP
(diazepam 1 mg/kg i.p., n = 11) e LaSOM 40 (30 mg/kg i.p., n = 12). Resultados
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expressos como médias + desvio padrao. Diferencas estatisticamente significativas,
em relacdo ao grupo controle (SAL), determinadas por ANOVA, seguida de Student
Newmann Keuls. **p<0,01; *p<0,05.
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Figura 3.13: Efeito de LaSOM 40 no labirinto em cruz elevado, em valores
percentuais. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100 g i.p., n = 13), DZP
(diazepam 1 mg/kg i.p., n = 11) e LaSOM 40 (30 mg/kg i.p., n = 12). Resultados
expressos como mediana e intervalos quartis. Diferencas estatisticamente
significativas, em relagcdo ao grupo controle (SAL), determinadas por Kruskal Wallis,
seguida de teste de Dunn. *p<0,05.

A diidrokavaina, aqui denominada LaSOM 76 (2), causou um aumento
significativo no numero de entradas (F.3s = 7,66, p<0,05) € no tempo de
permanéncia (F2 35 = 5,154, p<0,05) nos bragos abertos, acompanhados de redugao
significativa no tempo de permanéncia nos bracos fechados (Fo35 = 5,842, p<0,01)
(Figura 3.14).
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Figura 3.14: Efeito de LaSOM 76 no labirinto em cruz elevado, em valores
absolutos. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100 g i.p., n = 13), DZP
(diazepam 1 mg/kg i.p., n = 11) e LaSOM 76 (30 mg/kg i.p., n = 12). Resultados
expressos como médias + desvio padrdo. Diferencas estatisticamente significativas,

em relacao ao grupo controle (SAL), determinadas por ANOVA, seguida de Student
Newmann Keuls. **p<0,01; *p<0,05.

Em valores percentuais, ocorreu um aumento significativo no percentual de
permanéncia nos bragos abertos (Hsz3s = 9,924, p<0,01), sem alteragdo nos outros
parametros (Figura 3.15).
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Figura 3.15: Efeito de LaSOM 76 no labirinto em cruz elevado, em valores
percentuais. Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100 g i.p., n = 13), DZP
(diazepam 1 mg/kg i.p., n = 11) e LaSOM 76 (30 mg/kg i.p., n = 12). Resultados
expressos como mediana e intervalos quartis. Diferengas estatisticamente
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significativas, em relacao ao grupo controle (SAL), determinadas por Kruskal Wallis,
seguida de teste de Dunn. **p<0,01.

Para nenhuma das substancias avaliadas foram observadas alteracdes
significativas nos parametros comportamento exploratério total (niumero total de

entradas), rearings e avaliacao de risco.

3.3.1.2. Teste de potenciacao do sono barbiturico

A fim de avaliar o perfil depressor do sistema nervoso central, na mesma dose
utilizada no ensaio para avaliagdo da atividade ansiolitica, submeteu-se LaSOM 76
(2) ao teste de potenciacdo do sono barbiturico. Conforme pode ser observado na
Tabela 3.1, ndo ocorreram modificacdes significativas nos parédmetros laténcia e
duracéo do sono.

Tabela 3.1: Efeito de LaSOM 76 na laténcia e duracdo do sono, induzido por
pentobarbital (40 mg/kg i.p.). Tratamentos: SAL (solucdo salina, 1 mL/100 g i.p., n =
13), DZP (diazepam 1 mg/kg i.p., n = 11) e LaSOM 76 (30 mg/kg i.p., n = 12).

Laténcia (min)® Duracdo do Sono (min)°
SAL (n = 11) 6,0 (4,0-6,0) 29,2 + 14,8
DZP (n = 10) 2,5 (2,0-3,0)*** 131,0 + 15,8
LaSOM 76 (n = 9) 7,0 (5,0-7,2) 27,0+9,3

®Resultados expressos como mediana (intervalos quartis). Diferengas
estatisticamente significativas, em relacdo ao grupo controle (SAL), determinadas
por Kruskal Wallis, seguida de teste de Dunn. ***p<0,001.

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Diferencas estatisticamente

significativas, em relagdo ao grupo controle (SAL), determinadas por ANOVA,
seguida de Student Newmann Keuls. ##p<0,001.

78



Em nossos experimentos, LaSOM 76 (2), quando administrado na mesma
dose que proporciona um perfil do tipo ansiolitico no labirinto em cruz elevado, néao

apresentou alteragdes na laténcia e duracao do sono induzidos por pentobarbital.

3.3.1.3. Avaliacao da atividade locomotora espontanea (teste de exposicao ao
campo aberto)

Considerando que os parametros no labirinto em cruz elevado poderiam ter
sido alterados por influéncia na atividade locomotora, avaliou-se LaSOM 1 (7) e
LaSOM 76 (2) no teste de exposicdo ao campo aberto. Os resultados mostram que
as duas substancias nao alteraram significativamente nenhum dos parametros

observados (Tabela 3.2).

Tabela 3.2: Efeito de LaSOM 1 e LaSOM 76 nos parametros de atividade
locomotora). Tratamentos: SAL (solugdo salina, 1 mL/100 g i.p.,, n = 13), DZP
(diazepam 1 mg/kg i.p., n = 11) e LaSOM 76 (30 mg/kg i.p., n = 12).

Crossings® Rearings® Groomings® Bolos Fecais®

SAL (n = 9) 66,1 +33,2 13,3+10,6 7,4%50 4(0,8-4,2)
LaSOM 1 (n = 10) 69,5 + 21,4 14,6 +7,5 9,1 +2,9 2 (0,0-3,0)
LaSOM 76 (n=10) 89,7 +257 18,6+ 12,1 7,2+3,3 2 (0,0-3,0)

?Resultados expressos como média + desvio padrao.

PResultados expressos como como mediana (intervalos quartis).

3.3.2. Ensaio de radioligacao

Realizou-se também os ensaios de radioligacdo, para verificar a ligacdo das
moléculas sintetizadas 1, 2, 7 e 15 ao sitio benzodiazepinico do receptor GABAA,
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observada através do deslocamento do ligante [°H]-flunitrazepam. Nenhuma das
quatro moléculas avaliadas causou deslocamento do radioligante no ensaio de

radioligagao.
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3.4. DISCUSSAO

O labirinto em cruz elevado provavelmente seja o modelo animal de
ansiedade mais conhecido e utilizado atualmente, sendo validado para ratos e
camundongos. Ele se baseia em respostas nao condicionadas do animal diante de
situacdes aversivas, jA que os espacos abertos do aparato sdo considerados uma
potencial ameacga para os roedores. Substancias com perfil do tipo ansiolitico
ocasionariam um aumento na exploragdao dos bracos abertos do labirinto, podendo
causar alteragdes em outros parametros etolégicos, observados a fim de aumentar a

sensibilidade do experimento®32,

Nesta dissertacdo de mestrado, empregamos o labirinto em cruz elevado para
identificar, dentro de um grupo contendo duas kavalactonas e dois analogos, a fim
de verificar uma potencial atividade ansiolitica. Embora o extrato de kava-kava tenha
mostrado um perfil ansiolitico no labirinto em cruz elevado’®, nenhum estudo
contendo kavalactonas isoladas havia sido realizado empregando este modelo

animal.

Em nosso estudo, apenas LaSOM 1 e LaSOM 76 alteraram de maneira
significativa os parametros observados no labirinto em cruz elevado, na dose de 30
mg/kg i.p. LaSOM 1 reduziu o numero de entradas nos bragos fechados e aumentou
o tempo de permanéncia nos bracos abertos. Este comportamento poderia ser
devido a um possivel efeito sedativo de LaSOM 1, observado em trabalho anterior
de nosso grupo de pesquisa, no qual a molécula reduziu significativamente a
laténcia e apresentou um forte tendéncia em aumentar a duragao do sono induzido
por pentobarbital®’. Entretanto, ndo foram observadas alteragdes significativas do
comportamento exploratério total (nimero total de entradas nos bracos) no labirinto
em cruz elevado e da locomogao espontdnea no teste de exposicdo ao campo
aberto.

LaSOM 76 (diidrokavaina) aumentou o numero de entradas, o tempo de
permanéncia e o percentual de permanéncia nos bragos abertos, caracterisiticos de
moléculas com efeito do tipo ansiolitico. Este efeito do tipo ansiolitico observado no
labirinto em cruz elevado condiz com os resultados obtidos em estudos empregando
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o modelo do isolamento social em aves, que sugerem uma relacao direta entre a

diidrokavaina 2 e os efeitos ansioliticos da kava-kava®®.

LaSOM 29 (kavaina) nao apresentou um perfil do tipo ansiolitico no labirinto
em cruz elevado. Em outro modelo animal, de separacdo social em aves, foi
observado que a kavaina 1 também ndo alterou parametros indicativos de um
potencial ansiolitico®®. LaSOM 40 também ndo alterou os paramertros do labirinto
em cruz elevado e ndo possui resultados na literatura que possam ser comparados
com os obtidos neste trabalho, visto que ela ndo se encontra no extrato de kava-
kava, sendo a primeira vez que € realizada sua avaliacdo em modelos animais de

ansiedade.

O efeito hipnético-sedativo de uma substancia, quando ndo evidente per se,
pode ser investigado pelo teste de potenciagdo do sono barbiturico, através da
interagao inibitéria sinérgica entre pentobarbital e a substancia investigada, sobre o
sistema nervoso central®®. Adicionalmente, a razdo entre efeitos ansiolitico e
sedativo tem grande valor terapéutico para um potencial agente ansiolitico, ja que
uma das maiores limitacbes do uso de benzodiazepinicos na ansiedade sdo seus

efeitos sedativos.

O teste de potenciacao do sono barbiturico foi realizado, pois o efeito sedativo
da kava-kava ja foi observado em outros estudos®*'®. Foi verificado que o extrato de
kava-kava e as kavalactonas causaram um aumento no tempo de sono induzido por
barbitdricos®*. Em nosso estudo, LaSOM 76, quando administrado na mesma dose
que proporciona um perfil do tipo ansiolitico no labirinto em cruz elevado, néo

apresentou efeitos hipnéticos e sedativos.

Também deve ser dada atencdo aos efeitos locomotores, que podem
confundir as mudancas comportamentais usadas como indicativos de reducdo da
ansiedade*'*?. O teste de exposicdo ao campo aberto consiste na observacdo do
comportamento do animal em um ambiente desconhecido, do qual é impedida a

fuga pelas paredes™®.

Em um estudo preliminar sobre os efeitos dos extratos aquoso e lipidico no

sistema nervoso central, foi observado que ambos os extratos reduziram a atividade

|42

locomotora espontanea em uma dose sub-letal™. Outros resultados evidenciaram
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um efeito sedativo do extrato de kava-kava sobre a atividade locomotora, com uma
razao entre as poténcias sedativa/ansiolitica menor do que a do diazepam, o que
limitaria seu uso no tratamento da ansiedade®. Os resultados obtidos nesta
dissertacdo demonstram que LaSOM 76 nao exerce efeitos sobre a locomocéao
espontanea, em doses que causam efeitos do tipo ansiolitico no labirinto em cruz

elevado.

A interacédo dos analogos com o sitio benzodiazepinico do receptor GABAA foi
estudada por ensaios de radioligacdo. Em trabalhos publicados, estirilpironas e
diidroestirilpironas de P. sabulosa, analogas as kavalactonas e com efeitos do tipo
ansiolitico no labirinto em cruz elevado, foram capazes de deslocar a ligagdo do [*H]-
flunitrazepam, exibindo uma moderada afinidade ao sitio benzodiazepinico na ordem
de micromolar?®. Entretanto, outros resultados da literatura descartam a interagdo da
kava-kava e das kavalactonas com este sitio de ligacdo®®'*. Nossos resultados do
ensaio de radioligacdo descartam a interagdo das lactonas sintetizadas com o sitio
benzoadiazepinico do receptor GABAa. Assim, LaSOM 76 pode agir por
mecanismos distintos dos benzodiazepinicos, como por exemplo, através da
interacdo com o sitio de ligagdo do GABA ou com o sitio de ligagdo da picrotoxina,
ambos no receptor GABAa. Esta interacdo pode ser estudada futuramente,
verificando a interacdo direta com este sitio, por ensaios de radioligacdo, ou
verificando modificacbes na entrada de ion cloreto nas células nervosas, por

métodos eletrofisioldgicos (patch clamp).

Os resultados caracterizam LaSOM 76 como um bom candidato para a
continuacdo das investigacdes na busca por protétipos de farmacos ansioliticos.
LaSOM 76 apresentou um efeito do tipo ansiolitico no labirinto em cruz elevado,
possivelmente ndo mediado pela interacdo com o sitio benzodiazepinico, em dose

que nao apresentou efeito hipnotico-sedativo.

A liberdade conformacional promovida pela ligacdo simples entre os anéis
aromatico e lacténico poderia justificar a atividade de LaSOM 76 quando comparada
aos resultados obtidos com os outros analogos testados. Entretanto, resultados
encontrados na literatura demonstraram um efeito do tipo ansiolitico no labirinto em
cruz elevado por parte de estirilpironas e diidroestirilpironas (com e sem a

insaturacao entre C; e Cg, respectivamente). Comparando-se LaSOM 1 e LaSOM
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29, pode-se propor que a metilagdo da hidroxila em C4 pode reduzir o efeito

sedativo.

Deve-se ressaltar que os estudos deverao ser aprofundados e ampliados. O
uso de apenas uma dose € usual para a triagem de substancias ativas, mas pode
também gerar resultados falso negativos, levando ao descarte daqueles que
poderiam apresentar atividade em outras doses. No caso de LaSOM 1, a diminuicao
da dose pode levar a uma reducéo do efeito sedativo e a observacdo de um efeito
ansiolitico. O mesmo pode ser avaliado para LaSOM 29 e LaSOM 40, que podem
apresentar atividade em doses diferentes daquela testada neste trabalho.
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3.5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi investigado pela primeira vez o efeito ansiolitico das
kavalactonas 1 e 2 (kavaina e diidrokavaina) usando o método do labirinto em cruz
elevado. Os trabalhos encontrados na literatura demonstram que embora diversos
estudos tivessem sido realizados para investigar o efeito ansiolitico da kava-kava e
das kavalactonas isoladas, em nenhum desses o labirinto em cruz elevado foi

empregado.

Em nosso estudo empregando analogos obtidos por sintese orgénica, sendo
dois delas ja encontradas na kava-kava, somente LaSOM 76 (diidrokavaina)
apresentou um perfil do tipo ansiolitico no labirinto em cruz elevado. Este perfil foi
observado em uma dose que nao afetou a atividade locomotora espontdnea e néao

exerceu efeitos hipnotico-sedativos.

Nossas investigacdes evidenciam que os efeitos observados para LaSOM 76
(diildrokavaina) ndo se devem a sua interacdo com o sitio benzodiazepinico do
receptor GABA,, 0 que ja foi observado em estudos semelhantes realizados para as
kavalactonas.

LaSOM 1 apresentou um efeito ansiolitico discreto, no labirinto em cruz
elevado, o qual pode estar mascarado por um efeito sedativo. Este efeito também
ndo é mediado pela interagdo direta com o sitio benzodiazepinico do receptor
GABAa.
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4. CONCLUSOES






Neste trabalho, foi possivel realizar a sintese de kavalactonas e anéalogos,
com posterior avaliagdo de uma possivel atividade ansiolitica para quatro destes
compostos.

O protocolo empregando as reagdes de condensacéao alddlica entre o didnion
do acetato de etila e aldeidos apropriados, seguida de uma reacado de O-metilacéo,
mostrou ser adequada para a sintese das lactonas desejadas.

A sintese empregada foi de facil execucdo e obteve bons rendimentos,
principalmente quando comparada a outros métodos para sintese de kavalactonas ja
existentes na literatura. Embora os produtos obtidos por esta técnica estejam na
forma racémica, ainda nao existem estudos que comprovem a influéncia da

estereoquimica sobre a atividade ansiolitica das kavalactonas.

As reacdes para obtencdo de analogos substituidos do cinamaldeido n&o
foram efetuadas com éxito. Assim, € necessario o estudo de novos métodos para a
sintese de analogos da kavaina com anel aromatico substituido, a fim de verificar a

influéncia da substituicao na atividade bioldgica.

LaSOM 1 apresentou indicativos de um possivel efeito sedativo. LaSOM 76 (2
— diidrokavaina) apresentou atividade do tipo ansiolitico no labirinto em cruz elevado,
nao apresentando efeitos, na mesma dose, sobre o sono e sobra a locomogao
espontanea. Estes resultados sao importantes do ponto de vista terapéutico, tendo
em vista que estes efeitos indesejados s&o usualmente encontrados em ansioliticos.
Nenhum dos efeitos observados € mediado pela interagdo com o sitio
benzodiazepinico do receptor GABAa.

Desta forma, LaSOM 76 mostrou ser um excelente candidato a protétipo de
farmacos ansioliticos. Estudos futuros devem ser realizados objetivando a sintese de
analogos da diidrokavaina e de seus isdmeros, possibilitando se aprofundar a
investigagdo de sua atividade ansiolitica, chegando-se também a otimizacdo da

molécula.

O conjunto desses resultados fornece valiosas informacdes sobre o perfil das
kavalactonas sintetizadas e de seus analogos, relacionadas aos efeitos no sistema
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nervoso central. Estes resultados poderdao servir de guia a farmacomodulagdes
futuras objetivando aprofundar estes estudos.
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5. ANEXOS






Std proton

File: Proton

Pulse Sequence: s2Zpul

Solvent: dmso
Temp. 22.0 C / 295.1 K
Operator: joyce
INOVA-300 "inova300.ig.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.049 sec
Width 4799.3 Hz

OH

64 repetitions LaSOM 1
OBSERVE H1, 299.9580464 MHz 7
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 3 min, 21 sec
L
o = 1 it e .
L L AL N A A T ] ! B S L R B I N A L L LA R e I N R LI I R B B
12 11 10 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
1_'_1 L . L . 1 - ] Lj_L_'_I L_,__'—_i \_|__L'_.L'_i l—,—l
2.22 36.52 5.14 0.40 28.15 1.62 2.27
-0.00 4.22 5.05 1.03 11.95 1.41

Anexo 1: Espectro de '"H RMN da molécula 7.
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Std proton

File: Proton

Pulse Sequence: s2Zpul

Solvent: dmso
Temp. 22.0 C / 295.1 K
Operator: joyce

OH

INOVA-300 "inova300.iq.ufrgs.br" o O
Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acqg. time 2.049 sec
Width 4799.3 Hz
32 repetitions LaSOM 2
OBSERVE  H1, 299.9580504 MHz 8
DATA PROCESSING
Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 1 min, 43 sec
f — E -3
_1—1|11|\||\|[|x:|||x7||1||‘r1111|i|\4;1|1|w\|11\w1||17]||\\||
12 11 10 9 8 2 6 5 4 3 1 Ppm
= S [I—— - [E— I T
4.26 4.44 41.60 8.02
29.34 3.7 7.90 0.71

Anexo 3: Espectro de '"H RMN da molécula 8.
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std proton

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: dmso
Temp. 22.0 C / 295.1 K

OH

Operator: joyce
INOVA-300 "inova300.iqg.ufrgs.br"
Relax. delay 1.000 sec 0 0
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.049 sec
Width 4799.3 Hz
64 repetitions
OBSERVE  H1, 299.9580477 MHz LaSOM 113
DATA PROCESSING 49
Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 3 min, 21 sec
L — e ~ -~ S
|||r||1i1iT‘l|ilIn|||||u1||||i:||—i—|‘|||||x||||||1—r||||‘1|1|]v*
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
et w . b e e e S
1.50 18.87 2.15 1.79 9.63 8.61 0.22
0.01 2,04 42.94 10.11 1.45 0.68

Anexo 5: Espectro de '"H RMN da molécula 49.
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std proton

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdecl3

Temp. 100.0 C / 373.1 K
Operator: joyce

INOVA-300 "inova300.iq.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.049 sec

Width 4799.3 Hz

32 repetitions
OBSERVE  H1, 299.9566299 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536
Total time 1 min, 43 sec

[

LaSOM 29
1

10 9

T l||ll\ IIIIT[\ ITI S
4 6 5 4
P L e
35.27 6.88 5.87 18.82

1.12 6.77 6.30 0.93

Anexo 7: Espectro de '"H RMN da molécula 1.

T T T \ T T T | T T T 1 T
2 1 ppm
o i iy
13.34 2.21 1,17
1.05 0.28
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Anexo 8: Espectro de IV da molécula 1.
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Std proton

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdel3

Temp. 100.0 € / 373.1 K
Operator: joyce

INOVA-300 '"inova300.iq.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.049 sec

Width 478%9.3 Hz

64 repetitions
OBSERVE H1, 299.9566289 MHz
DATA PROCESSING

Line broadening 0.2 Hz
FT size 65536

Total time 3 min, 21 sec

OCHg;

LaSOM 40
15

10 9

Anexo 9: Espectro de '"H RMN da molécula 15.
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Std proton

File: Proton

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3

Temp. 100.0 ¢ / 373.1 K
Operator: joyce
INOVA-300 "inova300.ig.ufrgs.br"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 2.049 sec
Width 4799.3 Hz

64 repetitions

DATA PROCESSING

FT size 65536

OCH,

LaSOM 76

2
OBSERVE H1, 299.9566530 MHz
Line broadening 0.2 Hz
Total time 3 min, 21 sec
i " i e B i i R i R R Ui AR [ O W & T LI R B S B LA IR B [T
10 9 i 6 5 4 3 2 1 PPm
L b by == Repemtlopadatpbamtoped kg
27.30 5.09 0.95 7.713.11 8.60
4.60 15.45 13.45 4.557.58 1.61

Anexo 11: Espectro de '"H RMN da molécula 2.
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Anexo 12: espectro de IV da molécula 2.
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