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RESUMO

Rodrigues, D. M. Obtencao de derivados semissintéticos de artepelin C e
bacarina oriundos da prépolis verde e avaliagao de suas atividades bioldgicas.
2022. 130f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Baccharis dracunculifolia, planta nativa brasileira conhecida popularmente como
“alecrim do campo”, é a principal fonte botanica para a producéo de proépolis verde, a
qual possui composi¢ao quimica complexa, rica em derivados prenilados do acido-p-
cumarico, como a drupanina, o artepillin C e a bacarina. Importantes atividades
biologicas tém sido atribuidas a estes derivados, despertando, portanto, tanto o
interesse nacional quanto internacional. Assim, com objetivo de aumentar as
possibilidades no desenvolvimento de novos farmacos de origem natural, propés-se a
obtencdo de derivados semissintéticos da drupanina, artepelin C e da bacarina,
visando potencializar as atividades biolégicas relatadas para estes compostos, com
destaque para as seguintes atividades: antiproliferativa, inibidora da enzima AKR1C3,
antimicrobiana e antiparasitaria Os compostos fendlicos prenilados da propolis verde
foram obtidos a partir de extratos hidroalcoolicos, utilizando-se cromatografia em
coluna aberta (CLV) e cromatografia de contracorrente de alta velocidade (HSCCC).
Posteriormente, foram obtidos derivados semissintéticos multivalentes da drupanina,
artepelin C e bacarina, assim como derivados amidicos, via acoplamento com cinco
aminoacidos diferentes. Foram obtidos ao todo vinte oito estruturas quimicas
derivadas dos produtos naturais, as quais foram purificadas e elucidadas por andlises
de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C, bem como de Espectrometria de
Massas (ESI-MS). Os testes antitumorais indicaram que 0s compostos derivados de
aminoacidos (4, 14, 16, 17, 18, 24 e 26) foram considerados os derivados mais
promissores com atividade antiproliferativa contra a linhagem tumoral de mama
hormoénio dependente MCF-7. O derivado da drupanina 18 forneceu a melhor
concentracéo inibitéria em linhagens de carcinoma (ICso= 9,6 + 3,2 uM) e indice de
seletividade de 5,5 nos ensaios com MCF-7, indicando baixa toxicidade e alta
seletividade. Além disso, as simulacdes de docking revelaram que o composto 18
apresentou interacdes de docking coerentes, bem como fortes interagcdes dentro do
sitio ativo da AKR1C3.

Palavras-chave: Prépolis verde, Derivados prenilados, Efeitos antitumorais e Semissintese de
produtos naturais.



ABSTRACT

Rodrigues, D. M. Development and biological evaluation of artepillin C and
baccharin semisynthetic derivatives from Brazilian green propolis. 2022. 130f.
Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Baccharis dracunculifolia, a Brazilian native plant popularly known as “alecrim do
campo”, is the primary botanical source in green propolis production, which has a
complex chemical composition rich in prenylated p-coumaric acid derivatives, such as
drupanin, artepillin C, and baccharin. Twenty-eight chemical structures derived from
natural products were obtained, purified and elucidated by Nuclear Magnetic
Resonance analyses (1H e 13C NMR) as well as Mass Spectrometry (ESI-MS).
Important biological activities have been attributed to these derivatives, arousing
national and international interest. It was obtained semisynthetic derivatives of
drupanin, artepillin C, and baccharin, aiming to potentiate the biological activities
reported for these compounds, mainly antiproliferative, AKR1C3 enzyme inhibitor,
antimicrobial and antiparasitic. Prenylated phenolic compounds of green propolis were
obtained from propolis hydroalcoholic extract using open-column chromatography and
high-speed countercurrent chromatography (HSCCC), as well as high-performance
preparative liquid chromatography (HPLC-DAD). Subsequently, multivalent
semisynthetic derivatives of artepillin C, baccharin, and amide derivatives were
synthesized via coupling with five different amino acids. The antiproliferative assays
showed that the amino acid derivatives (4, 14, 16, 17, 18, 24, and 26) were the most
promising compounds against the hormone-dependent breast tumor cell lines, MCF-
7. The drupanin derivative 18 was the most active compound with the best half-
maximal inhibitory concentration (IC50= 9.6 + 3.2 yM) and selectivity index (5.5)
against MCF-7 cells, indicating low toxicity and high selectivity. Furthermore, docking
simulations revealed that compound 18 showed coherent docking interactions and
strong interactions within the active site of AKR1C3.

Keywords: Green propolis, Prenylated derivatives, Antitumor activities, Semisynthesis
from natural products.
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1.0. Introducao

1.1. Produtos Naturais e Derivados

Os produtos naturais e seus metabolitos secundarios possuem uma forte
tradicdo na quimica medicinal e na descoberta de novas drogas, uma vez que sao
considerados fontes valiosas tanto pela singularidade das moléculas, conferindo
geometrias Unicas, quanto pelos diversos mecanismos de agdo que exercem
(RODRIGUES et al., 2016).

A diversidade quimica dos metabolitos secundarios produzido pelos micro-
organismos, animais e plantas é surpreendente, com o beneficio de centenas de milhdes
de anos de evolugao, sob estresses bidticos e abidticos, otimizados para fins biolégicos
especificos. Sendo assim, a exploracdo destes produtos naturais com farmacoforos
biologicamente ativos sdao ponto de partida validados biologicamente para o
desenvolvimento de novos medicamentos (LI; LOU, 2018; WRIGHT, 2019).

Nos ultimos 20 anos, cerca de um terco dos medicamentos aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration) sdo baseados em produtos naturais ou derivados destes,
especialmente como agentes antineoplasicos e antimicrobianos. Alguns exemplos de
farmacos descobertos a partir de produtos naturais eficazes no tratamento de doengas
e que estao disponiveis em hospitais e clinicas sdo, os anticanceres como Taxol (Taxus
brevifolia) e Vinblastina (Catharanthus roseus), e os antimalaricos como o quinino
(Cinchona spp.) e Artemisinina (Artemisia annua) (THOMFORD et al., 2018).

Destes medicamentos aprovados pelo FDA a grande maioria € derivada de
produtos naturais, com core estrutural semelhante, sendo apenas uma pequena parte
propriamente de produtos naturais ou misturas botanicas. Os derivados dos produtos
naturais sdo produzidos frequentemente por semissintese, sendo o produto natural
produzido por micro-organismos ou extraido de plantas, o qual posteriormente sera
quimicamente modificado para melhorar as propriedades terapéuticas (EHRENWORTH,;
PERALTA-YAHYA, 2017).

Com este objetivo, diversos processos quimicos baseiam-se na otimizagéo
desses derivados para aumentar a eficacia, diminuir a toxicidade e melhorar as
propriedades farmacocinéticas do produto natural original. Recentes estratégias

bioldgicas e quimicas tém oferecido oportunidades uUnicas na construgcao de diversas
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bibliotecas de derivado de produtos naturais para descoberta de novos medicamentos.
Assim, ha uma necessidade significativa de obter maior diversificacdo estrutural seja
isolando os recursos naturais ou gerando-os em manipulagdes quimicas ou genéticas
(DECORTE, 2016; LI; LOU, 2018).

1.2. Canceres de prostata e de mama

O cancer é uma doenca crbnica caracterizada pelo desenvolvimento de células
anormais que se espalham e destroem os tecidos normais do corpo. E uma doenca de
alto risco e é a segunda principal causa de morte em todo o mundo. Segundo as
estatisticas dos Estados Unidos, em 2018, os novos casos de cancer foram de cerca de
1,73 milhdo, com mais de 609.000 mortes (MBESE; KHWAZA; ADERIBIGBE, 2019).

Uma analise dos dados clinicos de 45 paises mostrou que nos homens, o cancer
de prostata tem a segunda maior incidéncia, e que nas mulheres, o cancer de mama
ocupa o primeiro lugar em mortalidade e incidéncia, compreendendo 13,5% e 24,2% de
todos os canceres, respectivamente (ZIMTA et al., 2019).

No mundo todo, estima-se que o cancer de mama representa 1 em cada 4 casos
de canceres entre as mulheres, e que seja a principal causa de morte em mais de 100
paises. Ja o cancer de prostata, apesar de ser classificado como o segundo cancer mais
frequente, possui menor indice de mortalidade quando comparado ao cancer de mama,
sendo a quinta causa principal de morte por cancer em homens, Figura 1 (BRAY et al.,
2018).

Neste contexto, estudos recentes indicam promissoras terapias anticancer com
compostos naturais. Os produtos naturais isolados de plantas medicinais tém sido
utilizados como tratamento de diversas doencas ao longo dos anos, e se destacam pela
singularidade tanto das moléculas quanto dos mecanismos de acado, tornando-os
importantes na descoberta de novos e potenciais agentes terapéuticos (DUTTA et al.,
2019).

Além disso, crescentes ameacas de canceres resistentes a medicamentos
indicam que h& uma necessidade urgente de melhoria ou desenvolvimento de agentes
anticanceres mais eficazes (MBESE; KHWAZA; ADERIBIGBE, 2019). Assim, a busca
por compostos quimicos oriundo de produtos naturais ou derivados destes, constitui-se

como uma fonte significativa para a descoberta de novos farmacos, uma vez que
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fornecem moléculas singulares na terapéutica contra diversas doeng¢as humanas (HE et

al., 2019).

Incidence

Males

Mortality

Non-Hodgkin
2.7%

Colorectum

6.7% 9.0%
9.5 million 5.4 million
new cases deaths
) Females )
Incidence Mortality

Other
23.1%

Leukaemia
31%

41% W
Corpus uteri
4.4%

4.2 million
deaths

8.6 million
new cases

Figura 1. Grafico de pizza com a distribuigdo da incidéncia e da mortalidade dos 10
tipos de canceres mais comuns no mundo todo em 2018, A) homens e B) mulheres.
Fonte: Bray, et.al., 2018.

1.3. Proépolis verde

A prépolis € um produto natural produzido pelas abelhas a partir de material
vegetal de diversas plantas. Esse material vegetal composto por fragmentos vegetativos

(brotos e folhas jovens) e exsudatos de plantas é transportado a colmeia e transformado,
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a partir de agdes enzimaticas das abelhas, no material resinoso denominado propolis (do
grego "pro"- em favor de e "polis"- cidade), (SALATINO et al., 2005).

Na colmeia a propolis possui varias funcbes, desde o preenchimento de frestas,
para manutencdo da temperatura, até a mumificacdo de insetos e de outros invasores,
para protecdo da colmeia contra micro-organismos (BROWN, 1989; SIMONE-
FINSTROM; SPIVAK, 2010). A propolis é composta majoritariamente de resina,
compreendendo 50% de todo material, assim como, de 30% de ceras, 10% de Oleos
essenciais, 5% de pélen e 5% de compostos organicos (SEPULVEDA et al., 2019).

E possivel encontrar em territério brasileiro diversos tipos de propolis, as quais
variam principalmente de tonalidades marrom escuro, esverdeado e marrom
avermelhado. Essa diversidade nas tonalidades de propolis brasileiras se deve ao
processo de producao da prépolis, que depende principalmente da fonte botanica, ou
seja, da flora de cada regido (PARK et al., 2004; SEPULVEDA et al., 2019).

A proépolis brasileira denominada de “propolis verde” é produzida pela abelha
nativa brasileira (Apis Mellifera) majoritariamente a partir da resina esverdeada da
espécie botanica Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como alecrim-do-
campo, arbusto amplamente distribuido no cerrado brasileiro, especialmente nos
estados de S&o Paulo e Minas Gerais, Figura 2, (RODRIGUES et al., 2019).

FigUra 2. Foto, A: Alecrim do Campo (Baccharis dracunculifolia), B: Apis Mellifera na
coleta de resina, C: Faixas de Propolis verde na colmeia.

A propolis verde tem atraido o interesse internacional, principalmente o interesse
do mercado asiatico e europeu, por ser rica em derivados prenilados do acido cinamico,

tais como, o artepelin C (acido 3,5-diprenil-4- hidroxicinamico), drupanina (acido 3-prenil-
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4- hidroxicindmico e a bacarina (acido 3-prenil-4-diidrocinamoiloxi-cindmico), Figura 3,
(SAWAYA; BARBOSA DA SILVA CUNHA; MARCUCCI, 2011).

Figura 3. Substancias aromaticas preniladas presentes na propolis verde. A)
artepelin C, B) drupanina, C) bacarina.

Estes compostos aromaticos, contendo residuos de isoprenos, sao resultantes
da juncdo de duas importantes rotas biossintéticas no metabolismo secundério de
plantas, tais como a rota do chiquimato e do mevalonato. Os &cidos cinamicos, por
exemplo, sdo os percursores de um vasto numero de compostos aromaticos,
classificados como fenilpropanoides, originados a partir da perda da molécula de aménia
do aminoécido fenilalanina, da rota biossintética do acido chiquimico. Ja a formacgéao dos
residuos de isoprenos, unidades compostas de cinco atomos de carbono, consistem da
via do mevalonato, formado pela condensacédo de uma unidade de acetoacetil-CoA com
uma molécula de acetil-CoA, Figura 4, (DE; BALTAS; BEDOS-BELVAL, 2011; YAZAKI,
SASAKI; TSURUMARU, 2009).

A presenca majoritaria de compostos prenilados na propolis verde quando
comparada a propolis europeia, predominantemente composta por flavonoides,
conferem a esta propolis brasileira caracteristicas quimicas peculiares, e que vém
demonstrando ao longo das pesquisas inUmeras atividades biolégicas, sendo algumas
delas, atividade antioxidante (COSTA et al., 2019), anti-inflamatéria (DE FIGUEIREDO-
RINHEL et al.,, 2018), antibacteriana (PEREIRA et al., 2016), immunomodulatoria
(BACHIEGA et al., 2013), antiparasitaria (GRESSLER et al., 2012) e antimutagénica
(ROBERTO et al., 2016).
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Via do Chiquimato e
acetato/mevalonato

l
Substancias Unidade de Isopreno
Aromatica (IPP, DMAPP)
Substrato aromatico da
Feniltransferase

Substancias aromaticas preniladas

Via do Isoprendides

Figura 4. Rota biossintética da formac¢do dos compostos aromaticos prenilados que
consiste do acoplamento da via do chiquimato com a do isoprendide. A via do
isoprendide consiste em duas vias, a via mevalonato (MVA) e a via metil eritritol
fosfato (MEP). IPP: isopentenil pirofosfato; DMAPP: dimetilalil pirofosfato. Fonte:
Yazaki, et. al., 2009.

1.3.1. Atividade antimicrobiana e antiparasitaria

A propolis apresenta amplo espectro de acdo frente as bactérias. Estudos
relatam que as ac¢des sinérgicas dos inumeros componentes da propolis séo
responsaveis pelos efeitos bactericidas e bacteriostaticos observados. Os componentes
da prépolis, especialmente os derivados cinamicos, podem agir de diversas maneiras
para a morte bacteriana, tanto alterando a permeabilidade da membrana celular quanto
a divisdo e o funcionamento enzimatico da bactéria (POBIEGA; GNIEWOSZ,
KRASNIEWSKA, 2017).

A alta atividade antibacteriana expressa pela propolis verde pode ser atribuida a
sua diferente composi¢cdo quimica e a sua alta concentracao de flavonoides e &cidos
aromaticos (MACHADO et al., 2016). No entanto, estudos demonstram atividade
bacteriana especialmente contra as bactérias gram-positivas, tais como, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes
(SEIBERT et al., 2019). Em geral, as bactérias gram-positivas s&o mais suscetiveis aos

extratos de propolis do que as bactérias gram-negativas. Ha hipoteses de que os acidos
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fendlicos ndo consigam penetrar a membrana externa das bactérias gram-negativas, nao
atingindo, assim, o alvo desejado (TIVERON et al., 2016).

A acéo do extrato de prépolis verde, rico nos compostos bioativos derivados do
acido cinamico, também demonstrou acado frente as formas epimastigotas e amastigotas
de Trypanosoma cruzi, sendo as formas amastigotas intracelulares, mais suscetiveis ao
extrato do que as epimastigotas (SALOMAO et al., 2011). Relatos de atividades
antiparasitarias também foram observadas frente as formas promastigotas in vitro de
Leishmania braziliensis (PONTIN et al., 2008) e frente ao parasita Trypanosoma evansi
(GRESSLER et al., 2012).

1.3.2. Atividade antitumoral

Diversos ensaios antitumorais, tanto in vitro como in vivo, com o extrato da
prépolis verde e com suas substancias majoritarias ja foram descritos na literatura (DE
OLIVEIRA et al., 2014; SEPULVEDA et al., 2020). Os potenciais anticanceres da prépolis
sdo inumeros e estes podem ser resumidos nos seguintes mecanismos possiveis: 1)
supressao de células do cancer por meio do seu efeito imunomodulador. 2) diminuigao
da populagao de células-tronco cancerosas; 3) bloqueio especifico na via de sinalizagao
de oncogenes; 4) acdo no efeito antiangiogénico; 5) modulagdo do microambiente
tumoral e 6) como um tratamento adjunto ou complementar nas terapias anticancer
convencionais (CHAN; CHEUNG; SZE, 2013).

Um dos primeiros estudos acerca dos efeitos antiproliferativos dos compostos
aromaticos prenilados da prépolis verde, frente a células humanas tumorais de pulmao,
sangue, mama e prostata, sugeriram que a acao citotoxica desses compostos prenilados
frente as células tumorais nao estariam ligados somente a expressao da proteina p53 na
inducéo da apoptose, ao contrario da maioria dos medicamentos anticancer que induzem
efeitos genotéxicos e a expressao da p53 em células tumorais e que levam a morte
celular apoptética (MISHIMA et al., 2005).

Sugestdes de mecanismos alternativos a expressdo da p53 levou a descoberta
posterior de que estes compostos prenilados da prépolis verde estariam também ligados
a inibicdo da enzima AKR1C3, uma aldo-ceto redutase diretamente envolvida na
biossintese de testosterona e estrégeno e que se encontra superexpressa em tumores

de préostata e mama horménio dependentes (ENDO et al., 2012).
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Estudos com o silenciamento do gene da AKR1C3 resultaram em uma inibicao
da progresséo tumoral em células de cancer de mama e préstata, indicando que esta
enzima participa do desenvolvimento tumoral, sendo considerada um importante alvo
terapéutico no tratamento de canceres de mama e préstata (ENDO et al., 2014). No
entanto, apesar de inlUmero compostos terem surgido, a elevada similaridade da
AKR1C3 com outras isoformas da AKR1C leva a dificuldade no desenvolvimento de
inibidores seletivos a AKR1C3 (PIPPIONE et al., 2017).

Inibidores sintéticos da enzima AKR1C3 reportados recentemente na literatura
tém demonstrado efeitos inibitorios ndo seletivos, inibindo também outras isoformas
presentes no corpo humano, tai como, AKR1C1, AKR1C2 e AKR1C4, as quais
desempenham papéis distintos no metabolismo dos hormdnios esteroidais e acidos
biliares, o que pode causar sérios efeitos adversos (ZANG et al., 2015).

Ao contrario do descrito acima, os produtos naturais prenilados da propolis verde
tém demonstrado alta seletividade inibitéria para AKR1C3 em relacdo as demais
isoformas, sendo estes também mais potentes, o que representa uma vantagem
promissora para o desenvolvimento de novos inibidores citotdxicos frente as células
tumorais, em especial o cancer de mama e de préstata (ENDO et al., 2014).

Neste contexto, propde-se aumentar a variabilidade estrutural dos compostos
ativos prenilados da prépolis verde, visando atividades biolégicas mais pronunciadas em
comparagao aos seus precursores naturais. Para tal, duas estratégias de sintese foram
propostas, sendo a primeira, formacdo de dimeros triazdlicos, e a segunda o
acoplamento com diferentes aminoacidos. Estratégias que visam o desenvolvimento de
inibidores mais potentes contra o cancer de mama e prostata, e o aumento das atividades

biolégicas antiparasitarias e antimicrobianas descritas.

1.4. Estratégias de Semissintese

1.4.1. Formacgao de Dimeros Triazélicos

Enquanto os mondmeros sdo encontrados em todas as fontes naturais, suas
contrapartes diméricas formadas pelo acoplamento via ligagbes éster, éter, C-C, C-N e
N-N sdo mais dificeis de serem encontradas (SAEED et al., 2018).

Alguns exemplos particulares de produtos naturais diméricos com propriedades
promissoras sao relatados na natureza. Um estudo de 2016 relatou pela primeira vez um

isolado diéster do acido hidroxi-B-truxinico (dimero do acido cinamico) a partir de planta
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Eucommia ulmoides, que inibe o crescimento de células tronco tumorais (HUNKE et al.,
2018). Outro exemplo € a classe de compostos fungicos sorbicilinéides (SIB; GULDER,
2017), como o tricodimerol e sorbicilina, que induzem a apoptose em linhagens de HL-
60 (leucemia humana) (YAO et al., 2015), o bisorbicilinol com acdo antialérgica e as
sorbicilactonas A e B com atividades antivirais e neuroprotetoras (SUGAYA et al., 2019).

Estudos com compostos diméricos relatam que estes ndo apenas mantém a
atividade mostrada por seu mondémero, como também podem aumenta-la, uma vez que
possivelmente interagem com dois locais de ligacdo diferentes em um receptor ou em
dois monémeros separados em uma proteina dimérica (PERTINO et al., 2013).

A sintese de derivados dimericos do acido cindmico, substancia precursora dos
composto prenilados da propolis verde, demonstraram efeitos antineoplasicos
pronunciados contra o cancer de mama (linhagem MCF7 e MDA-MB-231) quando
comparado aos seus respectivos monémeros (HUNKE et al., 2018). Além desse estudo,
outros derivados triméricos e tetraméricos do acido cindmico e cafeico, também
demonstraram, em comparacdo ao mondémero, atividade antitumoral elevada frente a
células de cancer de mama MCF-7 (DE; BALTAS; BEDOS-BELVAL, 2011).

Neste contexto, a estratégia da quimica moderna denominada de “click
chemistry” se destaca na criacdo de blocos de constru¢do unidos através de links de
heteroatomos, com notavel modularidade e diversidade. Este conceito de “click
chemistry”, introduzido por Sharpless e colaboradores, foi atribuido as reacdes que
seguiam os critérios, como: simples execucao, altos rendimentos, seletividade e facil
remocao de subprodutos. (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001; MOSES; MOORHOUSE,
2007).

Uma reacao que atende aos critérios de “ click chemistry” é a reacao de ciclo-
adicao 1,3-dipolar catalisada pelo Cu (). Reacbes que necessitam a previa construcao
de dois blocos, o0 azido e o alcino terminal, gerando seletivamente o produto 1,2,3-
triazolico. Os grupos azido e alcino além de serem inertes e estaveis na maioria das
condicBes biolégicas e organicas também tém a vantagem de serem facilmente
introduzidos em moléculas organicas (BOCK; HIEMSTRA; VAN MAARSEVEEN, 2006).

Interessante notar que o uso de sais de Cu(l) como catalisadores para reacdes
de cicloadicao 1,3-dipolar gera apenas o isémero 1,4-triazélico, ao contrario da classica

reagao periciclica descrita durante um periodo de 40 anos, a qual origina 1,2,3 triazéis
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como uma mistura de 1,4 e 1,5 regioisdbmeros substituidos (Figura 5), (ARAGAO-
LEONETI et al., 2010)

4

1
© N SN
B —N-N=N + chc—() o
: R+
Click!

Figura 5: (A) Geracao de regioisomeros 1,4- e 1,5-dissubstituidos usando reacdes
de alta temperatura, (B) Representacdo da reacao quimica de clique. Fonte: Aragao-
Leoneti, et. al., 2010.

A insercdo do heterociclo de nitrogénio, como o anel 1,2,3-triazol, confere as
moléculas propriedades fisico-quimicas desejaveis no desenvolvimento de farmacos. O
anel 1,2,3-triazol desempenha papeis na bioatividade das moléculas, participando tanto
como elemento farmacoférico basico, na formacdo de ligacdes de hidrogénio ou
interacbes moleculares, assim como grupo de conexao, ligando moléculas conjugadas
(JIANG et al., 2019).

Outra vantagem do anel triazol é o fato deste ser considerado um biosisotero
nao-classico do grupo amida, uma vez que a unidade triazol mantém os grupos da
posicéo 1,4-dissubstituidos (R! e R2, Figura 6) a uma distancia de 5 A o que mimetiza a
distancia de 3.9 A da ligacdo amida (KENRY; LIU, 2019; TAUTZ et al., 2019). Isto confere
as moléculas maior estabilidade, uma vez que ao contrario do grupo amida, o anel triazol
nao € clivado por hidrolise quimica ou enzimética, oxidado ou reduzido, sendo
relativamente resistente & degradacdo metabdlica e proteica (ARAGAO-LEONET] et al.,
2010; JIANG et al., 2019).
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Figura 6. Relacéo isostérica entre trans-amida e 1,4-dissubstituido 1,2,3-triazol.
Fonte:Tautz, et. al. 2019.

1.4.2. Acoplamento com Aminoacidos

Os aminoacidos sao moléculas organicas com variabilidade estrutural singular,
apresentando tanto cadeias laterais polares, apolares quanto carregadas (Figura 7), as
quais constituem fatores decisivos para interagcdes intra e intermoleculares (BELITZ;
GROSCH; SCHIEBERLE, 2004; WAHEED; OBAID; AL-HAMDANI, 2019).

As moléculas de aminoacidos além de serem importantes em diversos
processos metabdlicos no corpo humano, participando na formagdo de enzimas,
horménios e em processos genéticos (AKRAM et al.,, 2011), também constituem
estruturas interessantes para a sintese organica, uma vez que sdo moléculas de baixo
custo, facil acesso, simples de trabalharem e que possibilitam aumentar a complexidade
de moléculas em poucas etapas de reagdes (DE CASTRO et al., 2020).

Produtos naturais e substancias sintetizadas que ja apresentavam propriedades
biologicas importantes podem ser acopladas a diversos aminoacidos, na tentativa de
alterar a biodisponibilidade dos precursores, assim como, torna-los mais seletivos e
especificos (VILIPIC et al., 2015). A sintese de derivados de aminoéacidos é possibilitada
por meio da associacdo com as por¢cdes doadores de elétrons (NH-2, COO e S-2) das
estruturas dos aminoacidos (WAHEED; OBAID; AL-HAMDANI, 2019).
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Figura 7. Estruturas quimica dos 20 aminoacidos. Fonte: Brasilescola

Promissoras atividades tém sido atribuidas aos derivados de aminoéacidos, tais
como, atividades antibacterianas, antifingicas e antitumorais (WAHEED; OBAID; AL-
HAMDANI, 2019). Como exemplo, estdo os derivados de aminoacidos que
demonstraram favoraveis atividade comparados aos compostos de origem, tais como,
associagcado da quinoxalina com tirosina e metionina exibindo atividade antimicrobiana
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus (SHINTRE et al., 2017), de

naftoquinona associadas a glicina e asparagina com atividades antitumorais contra
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cancer de mama (RIVERA-AVALOS et al., 2019) e associacdo de fulerenos com a
arginina e lisina que demonstraram atividades antivirais contra influenza (KHALIKOV et
al., 2016).

Interessante observar que na natureza ha metabolitos secundarios acoplados a
aminoécidos. A hidroquinona, nakijiquinonas A, B, C e D, que possuem o residuo de
glicina, valina, serina e treonina, respectivamente, ligados ao anel quinona, foram
isoladas de esponjas marinhas e possuem notaveis atividades antifangica conta fungos
Candida albicans e Aspergillus niger e citotoxicas contra células de leucemia linfoblastica
aguda murina e células de carcinoma epidermoéide humano (VILIPIC et al., 2015).

Portanto, o acoplamento de produtos naturais a aminoacidos é uma alternativa
para o desenvolvimento e aperfeicoamento de novos farmacos. Baseado nisso e no
exposto, a segunda estratégia de sintese proposta neste trabalho foi a formacéao de
derivados de cinco aminoacidos (serina, treonina, triptofano, fenilalanina, lisina) dos

produtos naturais da préopolis verde (artepelin C, bacarina e drupanina).



2.0. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Desenvolvimento de derivados semissintéticos a partir dos compostos da
prépolis verde, artepelin C, drupanina e bacarina, visando obter inibidores mais potentes
contra os canceres de mama e prostata, e mais ativos frente a outras atividades

biolégicas.

2.1.1. Objetivos Especificos

o Obter os extratos hidroalcodlico da propolis verde e da B. dracunculifolia
para o fracionamento e obtencdo dos compostos de interesse por cromatografia liquida
a vacuo (CLV) e por cromatografia de contracorrente de alta velocidade (HSCCC — High
Speed counter current Chromatograhy);

o Isolar e purificar os compostos fendlicos prenilados da prépolis verde, tais
como, artepelin C, drupanina e bacarina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
preparativa (CLAE-UV-VIS) e comparar com os respectivos padrdes auténticos das
substancias desejadas, utilizando para tal a cromatografia liquida de alta eficiéncia
analitica (CLAE -DAD);

. Sintetizar derivados multivalentes de artepelin C 1-2, bacarina 3 utilizando
reacdes de ciclo-adi¢ado 1,3-dipolar (“click chemistry”), bem como derivados amidicos a
partir de reagdes de acoplamento dos aminoacidos comerciais com os produtos naturais,
artepelin C 4-13, drupanin 14-23 e bacarina 24-28 (Estruturas acima, pg. vi);

o Avaliar o potencial antitumoral, antiparasitario e antimicrobiano dos
derivados sintetizados;

o Realizar estudos in silico dos derivados semissintéticos, empregando-se

simulagdes de docking com a enzima AKR1C3 (aldo-ceto redutase 1C3);


https://www.youtube.com/watch?v=f2N7q2H7aCM
https://www.youtube.com/watch?v=f2N7q2H7aCM

Lls
3.0. Material e Métodos

Isolamento dos Produtos Naturais

3.1. Isolamento da drupanina, artepelin C e bacarina

3.1.1. Obtencao do extrato hidroalcodlico da prépolis verde e das
folhas da Baccharis dracunculifolia

Primeiramente, as folhas de Baccharis dracunculifolia foram devidamente
identificadas pelo Prof. Dr. Milton Groppo Junior do Departamento de Biologia da
FFCLRP — USP, Ribeirdo Preto, sendo a exsicatas da espécie depositadas no herbario
desde departamento (SPFR 06143).

Posteriormente, as folhas da B. dracunculifolia e a propolis verde, 1 kg de cada
amostra, foram congeladas, pulverizadas em moinho de facas e submetidas a
maceragao em solugao hidroalcodlica 7:3, a cada trés dias, por trés vezes consecutivas.
A solugao hidroalcodlica obtida foi devidamente filtrada, concentrada em rotaevaporador
e, em seguida, liofilizada com a finalidade de se obter o extrato hidroalcodlico bruto. Os
extratos obtidos foram posteriormente submetidos tanto a cromatografia liquida a vacuo

quanto a cromatografia contracorrente de alta velocidade.

3.1.2. Fracionamento do extrato hidroalcodlico por cromatografia
contracorrente de alta velocidade

O fracionamento do extrato das folhas de B. dracunculifolia foi realizado por
Cromatografia de Contracorrente de alta Velocidade (HSCCC) utilizando-se, a principio,
as condigbes estabelecidas pelo nosso grupo de pesquisa (DA SILVA, 2011; MOTTA,
2014).

A cromatografia contracorrente de alta velocidade foi realizada em equipamento
com duas bobinas, cada uma contendo duas colunas em politetrafluoretileno-PTFE
(Bobina 1:coluna A: 208 mL, d.i. 3,2 mm e coluna B: 29 mL, d.i. 1,0 mm; Bobina 2: coluna
C: 102 mL, d.i. 2,0 mm e coluna D: 105 mL, d.i. 2,0 mm), modelo Quatro CCCTM MK 5
& MK 6 (AECS Quik PrepTM Ltd., Reino Unido). As separag¢des foram realizadas
utilizando-se as colunas C e D, conectadas entre si no sentido cauda-cabega (modo de
eluicdo normal). Desse modo, a fase inferior/aquosa foi considerada como fase

estacionaria e a fase superior/organica como fase mével. O sistema de solvente utilizado
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foi bombeado por bomba de fluxo continuo (SSI series Il CLAE Pump). A alga do injetor
de 10 mL foi utilizada para introdu¢édo da amostra no sistema cromatografico. A
velocidade de rotagao utilizada foi de 850 rpm e a temperatura foi ajustada em 35 °C
(com variagao maxima até 40 °C).

Os sistemas de solventes selecionados para a separagao do extrato das folhas
da B. dracuncuifolia foram pré-definidos pelo nosso grupo de pesquisa, sendo a fase
estacionaria (inferior/aquosa) preparada na proporgao 9:1 de metanol/agua, e a fase
movel (superior/organica) nas proporg¢oes definas na tabela 4 de hexano/acetato de etila.
Em seguida, a amostra, 2 g solubilizada em 8 ml de mistura 1:1 das fases superior e
inferior do sistema de solventes, foi injetada na alga de inje¢do. Foram coletados volumes
em tubos de ensaio com o aparelho em rotagdo e 10 volumes com rotagdo desligada
(“wash off”). As fragdes coletadas foram concentradas a vacuo, em evaporador rotatorio,
monitoradas de acordo com a semelhanga cromatografica em CCD e reunidas em
subfragdes sendo, posteriormente, analisadas por CLAE-DAD analitica (Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia).

Tabela 1. Eluigdo por gradiente da HSCCC

Fase Mével Fracdes
(Hexano/ Acetado de Etila)
95/05 1-9
90/10 10-15
85/15 16-57
80/20 58-69
75125 70-81
70/30 82-87
Metanol 88-93
3.1.3. Fracionamento do extrato hidroalcodlico por cromatografia

liquida a vacuo

Os extratos secos da prépolis verde e das folhas da B. dracunculifolia foram
fracionados por cromatografia liquida a vacuo (CLV). Esta técnica de separagao permitiu
o fracionamento de grandes quantidades de extrato bruto e a obtencdo de quantidades

satisfatorias de substancias isoladas.
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Para o fracionamento utilizou-se uma coluna de vidro com placa porosa e com
didmetro de 13,5 cm. O preenchimento da coluna com silica gel 60 H com tamanho de
particula menor que 45 uym foi realizado até atingir a altura entre 6 a 7 cm. Posteriormente
com a aplicagao do vacuo a altura da silica atingiu 5 cm (PEDERSEN; ROSENBOHM,
2001). O extrato seco, cerca de 100 g, foi pulverizado com igual massa de silica e,
posteriormente, adicionado a coluna de silica previamente empacotada, a qual foi
submetida a vacuo para compactacao. Foram obtidas fragdes com 1 litro de fase movel,
variando conforme as proporgdes descritas na Tabela 5, as quais foram concentradas
em rotaevaporador e monitoradas quanto a presenca das substancias desejadas. Os
perfis semelhantes por CCD foram reunidos em subfracdes, pesadas e analisadas por

CLAE-DAD nas condi¢des detalhadas na tabela 7, segéo 4.1.4.

Tabela 2. Eluicdo por gradiente da CLV (cromatografia liquida a vacuo)

Fase Movel Fracoes
(Hexano/ Acetado de Etila)

95/05 1-32

90/10 33-101

85/15 102-150

75/25 151-161

65/35 162-171

55/45 172-181

45/55 182-191

35/65 192-201

Metanol 202-207

3.1.4. Isolamento e analise das substancias por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE)

As subfragdes oriundas da CLV e da HSCCC foram solubilizadas em 1 mL de
metanol (grau HPLC) na concentragdo de 160 mg/mL e purificadas em sistema
preparativo CLAE-UV da marca Shimadzu a vazdo de 8 mL/min e detec¢cao em 275 nm.
O cromatégrafo preparativo utilizado foi o do modelo: CBM-20A — controlador, LC-6A —
bomba, com detector UV-VIS SPD-20, e software LC solution version 1.25. Utilizou-se a
coluna preparativa C8 Shimadzu Shim-pack prep.- ODS (15 um, 20 x 250 mm). A fase

movel foi por gradiente de metanol e agua acidificada com acido férmico, Tabela 6.
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Tabela 3. Parametros utilizados na eluicdo por gradiente no CLAE-UV preparativo.

Time (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0-5 20 80
7-10 15 85
12-18 10 90
20-22 05 95
24 20 80

Bomba A: 99% de agua, 1% de acido férmico metanol
Bomba B: metanol
Vazao: 8 mL/min; Detecgao: UV 275 nm

Posteriormente as substancias isoladas foram analisadas por CLAE analitico,
objetivando a comparagdo com os padrdes auténticos do artepelin C e da bacarina. O
equipamento utilizado foi da marca Waters acoplado ao detector de arranjo de diodos
modelo 2998 e sistema controlador computadorizado com software Empower. A coluna
cromatografica utilizada foi Ascentis C1s (Sigma-Aldrich) 25 cm x 4,6 mm com didmetro
de particula 5 um e didmetro de poro 100A, protegida por pré-coluna de fase reversa
com 2 cm x 4 mm, com mesmo tamanho de particulas e diametro do poro da coluna
(Tabela 7), (DE SOUSA, 2007).

Tabela 4. Parametros utilizados na elui¢gdo por gradiente no CLAE-DAD analitico.

Time (min) Solvente A (%)  Solvente B (%)
0-5 75 25
10 65 35
15 62 38
20 60 40
45 55 45
50 30 70
55 20 80
60 0 100

Bomba A: 94,6% de agua, 0,4% de acido férmico, 5% de metanol
Bomba B: acetonitrila
Vazdo: 1 mL/min, Detecgdo: UV 275 nm
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Semissintese dos Derivados de Produtos
Naturais

3.2. Semissintese dos derivados de artepelin C, bacarina e drupanina

3.2.1. Aparelhagem analitica

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
carbono (RMN de 3C) foram registrados em espectrometro Bruker Advance DRX 300
(300 MHz) ou DPX 400 (400 MHz), na FFCLRP da Universidade de S&do Paulo. Os
deslocamentos quimicos (0) estao relatados em partes por milhdo (ppm), colocando-se
entre parénteses a multiplicidade (s= simpleto, sl= simpleto largo, d= dupleto, dl= dupleto
largo, t= tripleto, dd= duplo dupleto, g= quintupleto, m= multipleto), a constante de
acoplamento (J), dada em Hertz (Hz), e o numero de hidrogénios deduzidos a partir da
integral relativa. As atribuicdes descritas foram realizadas com o auxilio das andlises
bidimensionais de COSY e HMQC. As analises de espectrometria de massas por ESI-
MS (lonizacdo por Electrospray) foram realizadas utilizando-se modo positivo de
ionizacdo em aparelho Bruker Daltonics UltrOTOF-Q-ESI-TOF (USP). As purificacfes

cromatograficas em coluna foram realizadas utilizando-se silica gel tipo “Flash” (40-63

um).

3.2.2. Compostos sintetizados

3.2.2.1. Acetilacao do artepelin C e da drupanina

Artepelin C acetilado 29

5

Ao artepelin C (300 mg, 1,002 mmol) foram adicionados piridina (9 mL) e anidrido

acético (9 mL), sendo a mistura reacional agitada a temperatura ambiente por 12 h e
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monitorada por CCD (Hex/AcOEt 3:7 v/v). Os solventes foram removidos por pressao
reduzida e a mistura foi purificada em coluna classica cromatografica com eluigdo por
gradiente (SiO2, Hex/AcOEt 7:3, 1:1 a 3:7 v/v). O produto acetilado 29 foi isolado como
solido branco com rendimento de 90%. RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &+:7,75 (d, 1H, J 15,9
Hz, H7), 7,28 (s, 2H, H6 e H2), 6,39 (d, 1H, J 15,9 Hz, H8), 5,24 (t, 2H, J 7,2 Hz, H2’ e
H2”), 3,22 (d, 4H, J 7,2 Hz, H1’ e H1”), 2,35 (s, 3H, H4"”), 1,79 (s, 6H, H4’ e H4”) e 1,71
(s, 6H, H5 e H5").

Drupanina acetilada 30

A drupanina (300 mg, 1.291 mmol) foram adicionados piridina (12 mL) e anidrido
acético (12 mL), sendo a mistura reacional agitada a temperatura ambiente por 12 h e
monitorada por CCD (Hex/AcOEt 3:7 v/v). Os solventes foram removidos por presséo
reduzida e a mistura foi purificada em coluna classica cromatografica com eluigdo por
gradiente (SiO2, Hex/AcOEt 7:3, 1:1 a 3:7 v/v). O produto acetilado 30 foi isolado como
solido branco com rendimento de 73%. RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 8w : 7,74 (d, 1H, J
15,9 Hz, H7), 7,41 (s, 2H, H6 e H2), 7,07 (d, 1H, J 7,9 Hz, H5), 6,39 (d, 1H, J 15,9 Hz,
H8), 5,21 (t, 1H, J 7,2 Hz, H2'), 3,25 (d, 2H, J 7,2 Hz, H1’), 2,32 (s, 3H, H4"”), 1,76 (s, 3H,
H4’) e 1,71 (s, 3H, H5’).

3.2.2.2. Sintese dos derivados triazélicos do artepelin C e da bacarina

Propargil-artepelin C 31

4
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O artepelin C acetilado 29 (70 mg, 0,205 mmol, 1 Eq) foi pesado e solubilizado
em DMF. A solugao foi tratada com DIPEA (72 L, 2 Eq) e posteriormente foi adicionado
propargilamina (22,6 mg, 0.410 mmol, 2 Eq), juntamente com os reagentes de
acoplamento PyBOP (1 Eq, 0,205 mmol, 107 mg) e HOBt (1Eq, 0.205 mmol, 28 mg),
(MARTINS-TEIXEIRA et al., 2013). A reacado foi mantida sob agitagdo por 16h e
monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apds evaporagéo a vacuo do solvente DMF,
realizou-se a separagdo em coluna classica cromatografica com eluicdo por gradiente
(SiO2, Hex/AcOEt 7:3 a 1:1 v/v). O produto propargil-artepelin C 31 foi isolado como éleo
ambar com rendimento de 72%. RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &x: 7,58 (d, 1H, J 15,6 Hz,
H7), 7,20 (s, 2H, H6 e H2), 6,30 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 5,86 (t, 1H, J 5,1 Hz, H11), 5,20
(t, 2H, J 7,2 Hz, H2’ e H2"), 4,18 (dd, 2H, J 2,5 Hz e J 5,2 Hz, H12), 3,18 (d, 4H, J 7,2
Hz, H1 e H1”), 2,31 (s, 3H, H4™"), 2,26 (t, 1H, J 2,5 Hz, H14), 1,75 (s, 6H, H4’ e H4”) e
1,68 (s, 6H, H5' e H5").

Propargil-bacarina 32

A bacarina 30 (70 mg, 0,192 mmol, 1 Eq) foi pesada e solubilizado em DMF. A
solucdo foi tratada com DIPEA (67 pL, 2 Eq) e posteriormente foi adicionado
propargilamina (22 mg, 0.384 mmol, 2 Eq), juntamente com os reagentes de
acoplamento PyBOP (1 Eq, 0,192 mmol, 100 mg) e HOBt (1Eq, 0.192 mmol, 26 mg),
(MARTINS-TEIXEIRA et al., 2013). A reacao foi mantida sob agitacdo por 16 h e
monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apds evaporacgéo a vacuo do solvente DMF,
realizou-se a separagao em coluna classica cromatografica com eluicdo por gradiente
(SiO2, Hex/AcOEt 7:3 a 1:1 v/v). O produto propargil-bacarina 32 foi isolado como dleo
ambar com rendimento de 71%. RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &x: 7,23 (d, 1H, J 15,1 Hz,
H7), 6,92 (m, 7H, H2"-H6”, H6 e H2), 6,59 (d, 1H, J 8,6 Hz, H5), 5,98 (d, 1H, J 15,1 Hz,
H8), 5,70 (t, 1H, J 4,9 Hz, H11), 4,88 (t, 1H, J 6,9 Hz, H2’), 3,92 (dd, 2H, J2,5 Hz e J 5,1
Hz, H12), 2,88 (m, 4H, H1’ e H7”), 2,69 (t, 2H, J 7,4 Hz, H8"), 2,06 (t, 1H, J 2,4 Hz, H14),
1,56 (s, 3H, H4’) e 1,48 (s, 3H, H5’).
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Di-azido propano 33

1

N3/\/\N

3
2

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 420 uL de dicloropropano
(4,46 mmol, 1Eq) o qual foi solubilizado com uma minima quantidade de solvente DMF.
Posteriormente, adicionaram-se 5 Eq de azida de sddio (22,3 mmol) deixando a reagao
em temperatura ambiente sob agitagao por 72 h, (ARSLAN et al., 2018). O produto di-
azido propano 33 foi isolado como 6leo translucido com rendimento de 80%. RMN 'H
(CDCls, 300 MHz) &1: 3,42 (t, 4H, J 6,02 Hz, H1), 1,85 (q, 2H, J 6,13 Hz, H2), IR 2,125
cm'(azido), 1,225 cm™" (C-N).

Dimero triazélico protegido do artepelin C 1

O propargil-artepelin C 31 (30 mg, 0,079 mmol, 1 Eq), 1° bloco de construgéo, e
o di-azido propano 33 (20 mg, 0,158 mmol, 2 Eq), 2° bloco de construgado, foram
solubilizados em DMF e tratados com ascorbato de sodio (31 mg, 0,158 mmol, 1 Eq) e
solugcédo 10% CuS0O4 (0,1 Eq), sendo a mistura agitada a temperatura ambiente por cerca
de 4 h, (CAMPO et al., 2015). A reacao foi monitorada por CCD (tolueno/AcOEt, 8:2 v/v),
o solvente removido por pressao reduzida e a mistura foi purificada em coluna classica
cromatografica por gradiente de eluigdo (SiO2, Hex/AcOEt 1:1 e DCM/MeOH 9:1). O
dimero triazdlico de artepelin C 1 foi isolado como um sélido amarelado com rendimento
de 97%. Para purificagdo, o produto final foi injetado em HPLC-UV preparativo com
eluicado por gradiente MeOH/H20, (C1s, Phenomenex, 4 um, 25010 mm, fluxo de 4.6
mL/min), tabela 3. RMN '"H 1 (CDCls, 300 MHz) &x: 7,59 (s, 2H, H14), 7,52 (d, 2H, J 15,2
Hz, H7), 7,18 (s, 4H, H6 e H2), 7,01 (t, 2H, J 5,4 Hz, H11), 6,43 (d, 2H, J 15,2 Hz, H8),
5,23 (m, 4H, H2’ e H2"), 4,66 (d, 4H, J 5,4 Hz, H12), 4,39 (t, 4H, J 6,2 Hz, H18), 3,27 (d,
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8H, J6,9 Hz, H1' e H1"), 2,63 (m, 2H, H19), 2,44 (s, 6H, H4™), 1,89 (s, 12H, H4’ e H4")
e 1,83 (s, 12H, H5’ e H5”), tabela 1A. ESI-MS: calcd. para Cs1HgsNsOs' [M+H]*: 885,4982;
encontrado Cs1HesNsOes* [M+H]*: 885,5019.

Dimero triazélico desprotegido do artepelin C 2

O dimero triazdlicos do artepelin C 1 (32 mg, 0,036 mmol, 1 Eq) foi solubilizado
em MeOH e misturado em 5 Eq de solugédo 10% KOH. A reagao foi agitada sob refluxo a
70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apds resfriamento
e extracdo com eter etilico a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a fase
aquosa extraida, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e '3C, e ESI-MS,
(YASHIRO et al., 2015). O dimero triazdlico desprotegido do artepelin C 2 foi isolado
como um solido amarelado com rendimento de 62%. Para purificagado, o produto final foi
injetado em HPLC-UV preparativo com eluigdo por gradiente MeOH/H20, (Cis,
Phenomenex, 4 um, 25010 mm, fluxo de 4.6 mL/min), tabela 3. RMN 'H 2 (MeOD4, 300
MHz) &u: 7,87 (s, 2H, H14), 7,44 (d, 2H, J 15,7 Hz, H7), 7,12 (s, 4H, H6 e H2), 6,40 (d,
2H, J 15,7 Hz, H8), 5,31 (m, 4H, H2’ e H2"), 4,54 (s, 4H, H12), 4,44 (t, 4H, J6,7 Hz, H18),
3,31 (m, 8H, H1’e H1”), 2,53 (m, 2H, H19), 1,73 (dI, 24H, H4’, H4”, H5’e H5"), tabela 2A.
ESI-MS: calcd. para Ca7He1NsO4* [M+H]*: 801,4771; encontrado Ca7He1NsO4*[M+H]*:
801,4801.

Dimero triazélico da bacarina 3

16
=N
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11 N=N N=
H 13 \ 15 19 /
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O propargil-bacarina C 32 (25 mg, 0,062 mmol, 1 Eq), 1° bloco de construgéo, e
o di-azido propano 33 (16 mg, 0,124 mmol, 2 Eq), 2° bloco de construgdo, foram
solubilizados em DMF e tratados com ascorbato de sédio (24 mg, 0,124 mmol, 1 Eq) e
solugao 10% CuS0O4 (0,1 Eq), sendo a mistura agitada a temperatura ambiente por cerca
de 4 h, (CAMPO et al., 2015). A reacéao foi monitorada por CCD (tolueno/AcOEt, 8:2 v/v),
o solvente removido por pressao reduzida e a mistura purificada em coluna classica
cromatografica por gradiente de eluigdo (SiO2, Hex/AcOEt 1:1 e DCM/MeOH 9:1). O
dimero triazdlico protegido da bacarina 3 foi isolado como um solido branco com
rendimento de 63%. Para purificacdo, o produto final foi injetado em HPLC-UV
preparativo com eluigdo por gradiente MeOH/H20, (C1s, Phenomenex, 4 um, 250%10
mm, fluxo de 4.6 mL/min), tabela 3. RMN 'H 3 (CDCIz, 300 MHz) dn: 7,21 (d, 4H, H14 e
H7), 6,93 (m, 14H, H2"-H6”, H6 e H2), 6,74 (t, 2H, J 5,6 Hz, H11), 6,56 (d, 2H, H5), 6,10
(d, 2H, J 15,2 Hz, H8), 4,86 (i, 2H, J 6,9 Hz, H2’), 4,33 (d, 4H, J 5,6 Hz, H12), 4,06 (t, 4H,
J 6,2 Hz, H18), 2,86 (m, 8H, H1’ e H7"), 2,69 (m, 4H, H8"), 2,30 (m, 2H, H19), 1,54 (s,
6H, H4’) e 1,47 (s, 6H, H5’), tabela 3A. ESI-MS: calcd. para CssHs1NsOs* [M+H]*:
929,4669; encontrado CssHe1NsOs* [M+H]": 929,4708.

3.2.2.3. Sintese dos derivados amidicos do artepelin C, drupanina e da

bacarina

(E)-N-(3,5-Diprenil-4-acetoxi cinamoil)-L-serina benzil ester 4

11 13
o ) 16 18
13 105/>©19
23 OH24 22 > 20

O artepelin C acetilado 29 (40 mg, 0.117 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em DMF e
a solugao foi tratada com 41 pyL DIPEA (0,234 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 46 mg do aminoacido NH2SerOBn 34 (0,234 mmol, 2 Eq), juntamente com
os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 60,9 mg, 0,117 mmol) e HOBt (1Eq, 15,8
mg, 0,117 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacdo foi deixada em agitacao por 16
h, sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apds rotaevaporagéo do solvente

DMF realizou-se a separagdao em coluna classica cromatografica com eluicdo por
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gradiente (SiO2, Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). O derivado protegido da serina com o artepelin
C 4 foi isolado como um solido branco com rendimento de 88%. RMN 'H 4 (CDCls, 300
MHz) éx: 7,58 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,34 (s, 5H, H18-H22), 7,21 (s, 2H, H6 e H2), 6,73
(d, 1H, J 7,3 Hz, H11), 6,41 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 5,20 (m, 4H, H16, H2' e H2"), 4,85
(dt, 1H, J 3,5 Hz e J 7,2 Hz, H12), 4,01 (qd, 2H, J 3,5 Hz e J 11,2 Hz, H23), 3,18 (d, 4H,
J7,2Hz, H1’ e H1”), 2,31 (s, 3H, H4"), 1,76 (s, 6H, H4’ e H4”) e 1,69 (s, 6H, H5 e H5”),
tabela 4A. ESI-MS: calcd. para Cs1H3sNOs' [M+H]*: 520,2654; encontrado
C31H3sNOs" [M+H]*: 520,2690.

(E)-N-(3,5-Diprenil-4-acetoxi cinamoil)-(N’-Boc-L-triptofano) benzil ester 5

O artepelin C acetilado 29 (50 mg, 0.146 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em DMF e a
solugao foi tratada com 51 pyL DIPEA (0,292 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 115 mg do aminoacido NH2Trp(N-Boc)OBn 35 (0,292 mmol, 2 Eq),
juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 76 mg, 0,146 mmol) e
HOBt (1Eqg, 20 mg, 0,146 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reagao foi deixada
em agitacdo por 16 h, sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apds
rotaevaporagdo do solvente DMF realizou-se a separacdo em coluna classica
cromatografica com eluicdo por gradiente (SiO2, Hex/AcOEt 1:1 v/v). O derivado
protegido do triptofano com o artepelin C 5 foi isolado como um sdélido branco com
rendimento de 71%. RMN "H 5 (CDCls, 300 MHz) dn: 8,03 (d, 1H, J 7,9 Hz, H28), 7,48
(d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,41 (d, 1H, J 7,7 Hz, H31), 7,19 (m, 10H, H18-H22, H25, H29-
H30, H6 e H2), 6,22 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 6,21 (d, 1H, J 7,6 Hz, H11), 5,08 (m, 5H,
H2’, H2”, H12 e H16), 3,25 (qd, 2H, J 5,6 Hz, H23), 3,10 (d, 4H, J 7,2 Hz, H1’ e H1”),
2,23 (s, 3H, H4™), 1,67 (s, 6H, H4’ e H4”), 1,60 (s, 6H, H5 and H5”), 1,55 (s, 9H, H37-
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H39), tabela 5A. ESI-MS: m/z calcd. para C44Hs1N207* [M+H]*: 719,3652; encontrado
Ca4Hs51N207* [M+H]*: 719,3691.

(E)-N-(3,5-Diprenil-4-acetoxi cinamoil)-L-treonina benzil ester 6

noo
23 15
5 OH o4 % 21 2
O artepelin C acetilado 29 (70 mg, 0.205 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em DMF e
a solugao foi tratada com 74 pL DIPEA (0,410 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 86 mg do aminoacido NH2ThrOBn 36 (0,410 mmol, 2 Eq), juntamente com
os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 107 mg, 0,205 mmol) e HOBt (1Eq, 28 mg,
0,205 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacgéao foi deixada em agitagao por 16 h,
sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 3:7 v/v). Apos rotaevaporagao do solvente DMF
realizou-se a separagao em coluna classica cromatografica com eluicao por gradiente
(SiO2, Hex/AcOE 3:7 v/v). O derivado protegido da treonina com o artepelin C 6 foi
isolado como um sélido branco com rendimento de 60%. RMN 'H 6 (CDCls, 300 MHz)
on: 7,59 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,33 (s, 5H, H18-H22), 7,21 (s, 2H, H6 e H2), 6,61 (d,
1H, J 8,9 Hz, H11), 6,44 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 5,19 (m, 4H, H2’, H2” e H16), 4,80 (dd,
1H, J 2,3 Hz, J 8,9 Hz, H12), 4,41 (m, 1H, H23), 3,18 (d, 4H, J 7,2 Hz, H1’ e H1"), 2,31
(s, 3H, H4”), 1,73 (s, 6H, H4’ e H4”), 1,68 (s, 6H, H5 e H5”) e 1,21 (d, 3H, J 6,4 Hz,
H25), tabela 6A. ESI-MS: m/z calcd. para Cs2H40NOs* [M+H]*: 534,2811; encontrado
C32H40NOg6* [M+H]*: 534,2853.

(E)-N-(3,5-Diprenil-4-acetoxi cinamoil)-L-fenilalanina benzil ester 7
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O artepelin C acetilado 29 (46 mg, 0.134 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em DMF e
a solugao foi tratada com 48 pL DIPEA (0,267 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 68 mg do aminoacido NH2PheOBn 37 (0,267 mmol, 2 Eq), juntamente com
os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 70 mg, 0,134 mmol) e HOBt (1Eq, 18 mg,
0,134 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacéao foi deixada em agitagao por 16 h,
sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apos rotaevaporagao do solvente DMF
realizou-se a separagao em coluna classica cromatografica com eluicdo por gradiente
(SiO2, Hex/AcOEt 1:1). O derivado protegido da fenilalanina com o artepelin C 7 foi
isolado como um sélido branco com rendimento de 85%. RMN 'H 7 (CDCls, 300 MHz)
on: 7,56 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,35 (m, 5H, H18-H22), 7,22 (m, 5H, H25-H29), 7,01 (m,
2H, H6 e H2), 6,30 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 6,10 (d, 1H, J 7,7 Hz, H11), 5,21 (m, 4H, H2’,
H2” e H16), 5,08 (m, 1H, H12), 3,21 (m, 6H, H23, H1’ e H1"), 2,34 (s, 3H, H4""), 1,74 (s,
6H, H4 e H4”), 1,68 (s, 6H, H5 e H5”), tabela 7A. ESI-MS: m/z calcd. para
Cs7H42NOs* [M+H]*: 580,3018; encontrado C37H42NOs*[M+H]*: 580,3057.

(E)-N-(3,5-Diprenil-4-acetoxi cinamoil)-(Ne-Boc-L-lisina) benzil ester 8
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O artepelin C acetilado 29 (43 mg, 0.126 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em DMF e

1
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a solugao foi tratada com 44 pL DIPEA (0,250 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 84 mg do aminoacido NH2Tys(N-Boc)OBn 38 (0,250 mmol, 2 Eq),
juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 66 mg, 0,126 mmol) e HOBt
(1Eq, 17 mg, 0,126 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacéo foi deixada em agitacéo
por 16 h, sendo monitorada por CCD (Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). Apos rotaevaporagao do
solvente DMF realizou-se a separagdo em coluna classica cromatografica com eluicao
por gradiente (SiO2, Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). O derivado protegido da lisina com o

artepelin C 8 foi isolado como um sélido branco com rendimento de 84%. RMN 'H 8
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(CDCls, 300 MHz) &1 :7,56 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,34 (m, 5H, H18-H22), 7,20 (m, 2H,
H6 e H2), 6,38 (m, 2H, J 15,6 Hz, H8 e H11), 5,20 (m, 4H, H2’, H2"e H16), 4,76 (dd, 1H,
J7,3Hze J 12,3 Hz, H12), 4,58 (sl, 1H, H27), 3,18 (d, 4H, J 7,2 Hz, H1’ e H1"), 3,05 (dI,
2H, J 5,9 Hz, H26), 2,31 (s, 3H, H4™"), 1,92 (m, 2H, H23), 1,74 (s, 6H, H4’ e H4"), 1,68
(s, 6H, H5 e H5"), 1,42 (s, 9H, H32-H34), 1,26 (m, 4H, H24 e H25), tabela 8A. ESI-MS:
m/z calcd. para CsoHs3sN207 [M+H]*: 661,3808; encontrado CsoHs3N207 [M+H]*:
661,3848.

(E)-N-(3,5-Diprenil-4-hidroxi cinamoil)-L-serina 9

O derivado de artepelin C 4 (47 mg, 0,090 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugédo 10% KOH. Areacao foi deixada em agitagao sob refluxo
a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apés resfriamento
e extragdo com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
orgénica extraida com éter etilico, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e '3C,
e ESI-MS, (RODRIGUES et al., 2021). O derivado desprotegido da serina com o artepelin
C 9 foi isolado como um solido branco com rendimento de 94%. RMN 'H 9 (CDCls, 300
MHz) &n: 7,49 (d, 1H, J 15,5 Hz, H7), 7,30 (d, 1H, H11), 7,06 (s, 2H, H6 e H2), 6,38 (d,
1H, J 15,5 Hz, H8), 5,21 (t, J 6,6 Hz, 2H, H2’e H2"), 4,72 (m, 1H, H12), 4,08 (d, 1H, J 8,9
Hz, H23a), 3,90 (d, 1H, J 9,1 Hz, H23b), 3,22 (d, 4H, J 6,8 Hz, H1’e H1”), 1,70 (m, 12H,
H4’, H4”, H5' e H5"), tabela 9A. ESI-MS: m/z calcd. para C22H30NOs* [M+H]*: 388,2079;
encontrado C22H30NOs* [M+H]*: 388,2117.
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O derivado de artepelin C 5 (99 mg, 0,138 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugédo 10% KOH. Areagéao foi deixada em agitagao sob refluxo
a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apés resfriamento
e extragao com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
organica extraida com éter etilico, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e '3C,
e ESI-MS, (RODRIGUES et al., 2021). O derivado desprotegido do triptofano com o
artepelin C 10 foi isolado como um sdélido branco com rendimento de 49%. Para
purificagdo, o produto final foi injetado em HPLC-UV preparativo com eluigdo por
gradiente MeOH/H20, tabela 3, (C1s, Phenomenex, 4 pym, 250%x10 mm, fluxo de 4.6
mL/min). RMN 'H 10 (CDCls, 300 MHz) d+: 7,50 (d, 1H, J 7,8 Hz, H-28 ), 7,43 (d, 1H, J
15,6 Hz, H7), 7,23 (d, 1H, J 7,9 Hz, H-31), 7,04 (m, 5H, H25, H29-H30, H6 e H2), 6,19
(d, 1H, J 7,5 Hz, H11), 6,06 (d, 1H, J 15,5 Hz, H8), 5,19 (t, 2H, J 7,1 Hz, H-2' e H2"), 4,98
(dd, 1H, J 5,3 Hz, J 12,6 Hz, H12), 3,32 (m, 2H, H23), 3,22 (d, 4H, J 6,9 Hz, H-1" e H1"),
1,68 (dI, 12H, H4’, H4”, H5' e H5”), tabela 10A. ESI-MS: calcd. para C3oH3sN204* [M+H]*:
487,2552; encontrado C3oH3sN204" [M+H]*: 487,2591

(E)-N-(3,5-Diprenil-4-hidroxi cinamoil)-L-treonina 11

5

. 4

O derivado de artepelin C 6 (54 mg, 0,101 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugcédo 10% KOH. Areacgao foi deixada em agitagao sob refluxo
a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apés resfriamento
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e extragdo com éter etilico a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
orgéanica extraida com éter etilico, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e "3C,
e ESI-MS, (RODRIGUES et al., 2021). O derivado desprotegido da treonina com o
artepelin C 11 foi isolado como um solido branco com rendimento de 97%.RMN H 11
(CDCls, 300 MHz) &1: 7,46 (d, 1H, J 15,5 Hz, H7), 7,03 (m, 3H, H6, H2 e H11), 6,34 (d,
1H, J 15,5 Hz, H8), 5,17 (dI, 2H, J 6,8 Hz, H2’ e H2"), 4,63 (dI, 1H, J 8,3 Hz, H12), 4,41
(dl, 1H, J 4,9 Hz, H23), 3,18 (d, 4H, J 6,9 Hz, H1’ e H1”), 1,65 (dI, 12H, H4’, H4”, H5'e
H5") e 1,15 (d, 3H, J 6,0 Hz, H25), tabela 11A. ESI-MS: calcd. para C23H32NOs* [M+H]*:
402,2236; encontrado C23H32NOs [M+H]": 402,2274.

(E)-N-(3,5-Diprenil-4-hidroxi cinamoil)-L-fenilalanina 12

5 4

O derivado de artepelin C 7 (66 mg, 0,114 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugéo 10% KOH. Areagao foi deixada em agitagao sob refluxo
a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apos resfriamento
e extracdo com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
organica extraida com éter etilico, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e '3C,
e ESI-MS, (RODRIGUES et al., 2021). O derivado desprotegido da fenilalanina com o
artepelin C 12 foi isolado como um sdlido branco com rendimento de 92%. RMN 'H 12
(CDClIs, 300 MHz) &1 : 7,18 (d, 1H, J 15,1 Hz, H7), 6,87 (m, 5H, H25-H29), 6,78 (s, 2H,
H2 e H6), 5,91 (d, 1H, J 15,0 Hz, H8), 5,87 (d, 1H, J 6,7 Hz, H11), 5,00 (m, 2H, H2' e
H2"), 4,72 (dd, 1H, J 5,6 Hz, J 12,3 Hz, H12), 3,09 (d, 4H, J 7,0 Hz, H1’ e H1”), 2,99 (dd,
2H, J 5,8 Hz, J 13,6 Hz, H23), 1,59 (dl, 12H, H4’, H4”, H5'e H5"), tabela 12A. ESI-MS:
m/z calcd. para C2sH3sNO4* [M+H]*: 448,2443; encontrado C2sH34NO4* [M+H]*: 448,2482.
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(E)-N-(3-(2-metilisopentil)-5-isopentil-4-hidroxi cinamoil)-L-lisina 13

NH,
27

O derivado de artepelin C 8 (108 mg, 0,164 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em
MeOH e misturado com 5 Eq de solugdo 10% KOH. A reacéao foi deixada em agitagao
sob refluxo a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apos
resfriamento e extragdo com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M,
sendo a camada organica extraida com éter etilico e concentrada a vacuo (YASHIRO et
al., 2015). O produto obtido (65 mg, 0,123 mmol, 1 Eq) foi posteriormente deixado em
agitacao com 1:1 TFA/ DCM (365 mg, 3.2 mmol) por cerca de 1 hora, sendo a reagao
constantemente monitorada por CCD (DCM/MeOH 8:2 v/v). Posteriormente a mistura
foi neutralizada com KOH (aq) 1M, sendo a camada orgéanica extraida com DCM e
concentrada a vacuo (LAVRADO et al., 2011). O derivado desprotegido do acoplamento
da lisina com o artepelin C 13 foi isolado como um sélido amarelado com rendimento de
53%. Para purificagéo, o produto final foi injetado em HPLC-UV preparativo com elui¢do
por gradiente MeOH/H20, tabela 3, (C1s, Phenomenex, 4 ym, 250%x10 mm, fluxo de 4.6
mL/min). RMN 'H 13 (MeOD4, 500 MHz) dn: 7,41 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,16 (m, 2H,
H6-H2), 6,54 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 2,92 (t, 2H, J 7,4 Hz, H26), 2,79 (t, 2H, J 6,6 Hz,
H1’), 2,60 (m, 2H, H1”), 1,77 (m, 9H, H23, H3’-H3", H2’-H2” e H25), 1,47 (m, 2H, H24),
1,29 (m, 15H, H4-H4”, H5-H5” e H6”), tabela 13A. ESI-MS: m/z calcd. para
C26H43N204* [M+H]*: 447,3178; encontrado C2sH43N204*[M+H]*: 447,2876.

(E)-N-(3-Prenil-4-acetoxi cinamoil)-L-serina benzil ester 14
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A drupanina acetilada 30 (50 mg, 0.182 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF e
a solugao foi tratada com 64 pyL DIPEA (0,364 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 73 mg do aminoacido NH2SerOBn 34 (0,364 mmol, 2 Eq), juntamente com
os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 95 mg, 0,182 mmol) e HOBt (1Eq, 25 mg,
0,182 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacéao foi deixada em agitagao por 16 h,
sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apos rotaevaporagao do solvente DMF
realizou-se a separagao em coluna classica cromatografica com eluicdo por gradiente
(SiO2, Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). O derivado protegido da serina com a drupanina 14 foi
isolado como um sélido branco com rendimento de 97%. RMN 'H 14 (CDCls, 300 MHz)
on: 7,58 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,33 (s, 7H, H18-H22, H6 and H2), 6,99 (d, 1H, J 7,9 Hz,
H5), 6,86 (d, 1H, J 7,3 Hz, H11), 6,41 (d, 1H, J 16,2 Hz, H8), 5,21 (m, 3H, H16 and H2’),
4,85 (dt, 1H, J 3,5 Hz e J 7,2 Hz, H12), 4,00 (dd, 2H, J 3,5 Hz e J 11,2 Hz, H23), 3,21 (d,
2H, J7,2 Hz, H1’), 2,31 (s, 3H, H4”), 1,76 (s, 3H, H4" ), 1,69 (s, 3H, H5’), tabela 14A. ESI-
MS: m/z  calcd. para C26H29NNaOs" [M+Na]*: 474,1887; encontrado
C26H290NNaOs* [M+Na]*: 474,1807.

(E)-N-(3-Prenil-4-acetoxi cinamoil)-(N’-Boc-L-triptofano) benzil ester 15

A drupanina acetilada 30 (40 mg, 0.146 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF e
a solugao foi tratada com 51 yL DIPEA (0,292 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 115 mg do aminoacido NH2Trp(N-Boc)OBn 35 (0,292 mmol, 2 Eq),
juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 76 mg, 0,146 mmol) e HOBt
(1Eq, 20 mg, 0,146 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reagéo foi deixada em agitacéo
por 16 h, sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apds rotaevaporagao do
solvente DMF realizou-se a separagdo em coluna classica cromatografica com eluicao
por gradiente (SiO2, Hex/AcOE 1:1 v/v). O derivado protegido do triptofano acoplado
com a drupanina 15 foi isolado como um sélido branco com rendimento de 61%. RMN
'H 15 (CDCls, 300 MHz) &+: 8,11 (d, 1H, J 8,1 Hz, H28), 7,59 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,50



Rodrigues, D. M. Semissintese dos Derivados | 33

I
(d, 1H, J 7,7 Hz, H31), 7,26 (m, 10H, H18-H22, H25, H29-H30, H6 e H2), 7,02 (d, 1H, J
8,9 Hz, H5), 6,32 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 6,30 (d, 1H, J 7,6 Hz, H11), 5,15 (m, 4H, H2,
H12 e H16), 3,33 (d, 2H, J 5,5 Hz H23), 3,23 (d, 2H, J 7,2 Hz, HT’), 2,31 (s, 3H, H4"),
1,75 (s, 3H, H4’), 1,70 (s, 3H, H5), 1,63 (s, 9H, H37-H39), tabela 15A. ESI-MS: m/z calcd.
para CsgH42N2NaO7* [M+Na]*: 673,2889; encontrado C3gH42N2NaO7* [M+Na]*: 673,2665.

(E)-N-(3-Prenil-4-acetoxi cinamoil)-L-treonina benzil ester 16
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A drupanina acetilada 30 (50 mg, 0.182 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF e
a solugao foi tratada com 64 pyL DIPEA (0,364 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 76 mg do aminoacido NH2ThrOBn 36 (0,364 mmol, 2 Eq), juntamente com
os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 95 mg, 0,182 mmol) e HOBt (1Eq, 25 mg,
0,182 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacgéao foi deixada em agitagao por 16 h,
sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apos rotaevaporagao do solvente DMF
realizou-se a separagao em coluna classica cromatografica com eluicao por gradiente
(SiO2, Hex/AcOEt 1:1 a 7:3). O derivado protegido da treonina acoplada com a drupanina
16 foi isolado como um sélido branco com rendimento de 93%. RMN 'H 16 (CDCIs, 300
MHz) 61 : 7,60 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,32 (s, 7H, H18-H22, H6 e H2), 7,00 (d, 1H, J 8,1
Hz, H5), 6,69 (d, 1H, J 8,9 Hz, H11), 6,45 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 5,19 (m, 3H, H2’ e H16),
4,80 (dd, 1H, J 2,4 Hz, J 8,9 Hz, H12), 4,41 (qd, 1H, J 2,3 Hz, J 6,2 Hz, H23), 3,22 (d,
2H, J 7,2 Hz, H1"), 2,30 (s, 3H, H4”), 1,73 (s, 3H, H4’), 1,69 (s, 3H, H5) e 1,23 (d, 3H, J
6,4 Hz, H25), tabela 16A. ESI-MS: m/z calcd. para C27H31NNaOs*[M+Na]*: 488,2049;
encontrado Cz7H31NNaOs*[M+Na]*: 488,1972.

(E)-N-(3-Prenil-4-acetoxi cinamoil)-L-fenilalanina benzil ester 17
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A drupanina acetilada 30 (50 mg, 0.182 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF e
a solugao foi tratada com 64 pyL DIPEA (0,364 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 93 mg do aminoacido NH2PheOBn 37 (0,364 mmol, 2 Eq), juntamente com
os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 95 mg, 0,182 mmol) e HOBt (1Eq, 25 mg,
0,182 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacéao foi deixada em agitagao por 16 h,
sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apos rotaevaporagao do solvente DMF
realizou-se a separagao em coluna classica cromatografica com eluicdo por gradiente
(SiO2, Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). O derivado protegido da fenilalanina acoplada com a
drupanina 17 foi isolado como um soélido branco com rendimento de 81%. RMN 'H 17
(CDCls, 300 MHz) 61 : 7,59 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,35 (m, 12H, H18-H22, H25-H29, H6
e H2), 7,03 (d, 1H, J 8,9 Hz, H5), 6,32 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 6,10 (d, 1H, J 7,78 Hz,
H11), 5,20 (m, 3H, H2’e H16), 5,09 (m, 1H, H12), 3,22 (m, 4H, H23 e HT’), 2,32 (s, 3H,
H4”), 1,76 (s, 3H, H4’), 1,71 (s, 3H, HY5), tabela 17A. ESI-MS: m/z calcd. para
C32H33NNaOs* [M+Na]*: 534,2256; encontrado C32H33sNNaOs* [M+Na]*: 534,2150.

(E)-N-(3-Prenil-4-acetoxi cinamoil)-(Ne-Boc-L-lisina) benzil ester 18
14
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A drupanina acetilada 30 (50 mg, 0.182 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em DMF e
a solugao foi tratada com 64 pyL DIPEA (0,364 mmol, 2 Eq) e, posteriormente, foram
adicionados 122 mg do aminoacido NH2Trp(N-Boc)OBn 38 (0,364 mmol, 2 Eq),
juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 95 mg, 0,182 mmol) e HOBt
(1Eq, 25 mg, 0,182 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacéo foi deixada em agitacéo
por 16 h, sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apos rotaevaporagao do
solvente DMF realizou-se a separagdo em coluna classica cromatografica com eluicao
por gradiente (SiOz2, Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). O derivado protegido da lisina acoplada com
a drupanina 18 foi isolado como um solido branco com rendimento de 73%. RMN 'H 18
(CDCls, 300 MHz) &n: 7,59 (d, 1H, J 15,6 Hz, H7), 7,34 (m, 7H, H18-H22, H6 e H2), 7,01
(m, 1H, J 8,9 Hz, H5), 6,66 (d, 1H, J 7,5 Hz, H11), 6,44 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 5,18 (m,
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3H, H2' e H16), 4,75 (dd, 1H, J 7,3 Hz e J 12,2 Hz, H12), 4,68 (t, 1H, , J 5,8, Hz, H27),
3,23 (d, 2H, J 7,2 Hz, HT1’), 3,05 (dI, 2H, J 5,8 Hz, H26), 2,30 (s, 3H, H4”), 1,92 (m, 2H,
H23), 1,75 (s, 3H, H4"), 1,70 (s, 3H, H5’), 1,42 (s, 9H, H32-H34), 1,31 (m, 4H, H24 e H25),
tabela 18A. ESI-MS: m/z calcd. para CssH4sN2NaO7*[M+Na]*: 615,3046; encontrado
Cs34H44N2NaO7*[M+Na]*: 615,2889.

(E)-N-(4-Hidroxi-3-prenil cinamoil)-L-serina 19

O derivado da drupanina 14 (41 mg, 0,091 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugédo 10% KOH. Areagao foi deixada em agitagao sob refluxo
a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apés resfriamento
e extragdo com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
organica extraida com éter etilico, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e "3C,
e ESI-MS, (RODRIGUES et al., 2021). O derivado desprotegido da serina acoplada com
a drupanina 19 foi isolado como um solido branco com rendimento de 79%. RMN 'H 19
(CDCls, 300 MHz) &1: 7,42 (d, 1H, J 15,7 Hz, H7), 7,22 (m, 3H, H11, H6 e H2), 6,72 (d,
1H, J 8,2 Hz, H5), 6,50 (d, 1H, J 15,7 Hz, H8), 5,28 (m, 1H, H2’), 4,59 (t, 1H, J 4,4 Hz,
H12), 3,92 (dd, 1H, J 4,9 Hz, J 11,2 Hz, H23a), 3,84 (dd, 1H, J 4,0 Hz, J 11,2 Hz, H23b),
3,24 (d, 2H, J 7,3 Hz, H1"), 1,71 (s, 3H, H4’), 1,68 (s, 3H, H5’), tabela 19A. ESI-MS: nm/z
calcd. para C17H22NOs*[M+H]*: 320,1453; encontrado C17H22NOs* [M+H]*: 320,1488.

(E)-N-(4-Hidroxi-3-prenil cinamoil)-L-triptofano 20

O derivado da drupanina 15 (40 mg, 0,062 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugéo 10% KOH. Areagao foi deixada em agitagao sob refluxo

a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apés resfriamento
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e extragdo com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
orgéanica extraida com éter etilico, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e "3C,
e ESI-MS, (RODRIGUES et al., 2021). O derivado desprotegido do triptofano acoplada
com a drupanina 20 foi isolado como um soélido branco com rendimento de 96%. RMN
H 20 (CDCls, 300 MHz) &+: 7,63 (d, 1H, J 7,9 Hz, H28), 7,53 (d, 1H, J 15,5 Hz, H7), 7,39
(d, 1H, J 8,1 Hz, H31), 7,22 (m, 3H, H25, H29-H30), 7,14 (m, 2H, H6 e H2), 6,77 (d, 1H,
J 8,0 Hz, H5), 6,13 (d, 1H, J 15,6 Hz, H8), 5,08 (d, 1H, J 7,0 Hz, H11), 5,29 (t, 1H, J 7,1
Hz, H2"), 5,00 (dd, 1H, J 5,8 Hz, J 12,5 Hz, H12), 3,46 (d, 2H, J 5,7 Hz, H23), 3,33 (d,
2H, J 7,4 Hz, HT1’), 1,78 (dl, 6H, H4’ e H5’), tabela 20A. ESI-MS: m/z calcd. para
C2sH26N2NaO4* [M+Na]*: 441,1790; encontrado C2sH26N2NaO4 [M+Na]*: 441,1711.

(E)-N-(4-Hidroxi-3-prenil cinamoil)-L-treonina 21

O derivado da drupanina 16 (50 mg, 0,108 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugdo 10% KOH. Areacéo foi deixada em agitagao sob refluxo
a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apés resfriamento
e extragdo com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
organica extraida com éter etilico, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e 13C,
e ESI-MS, (RODRIGUES et al., 2021). O derivado desprotegido da treonina acoplada
com a drupanina 21 foi isolado como um soélido branco com rendimento de 67%. RMN
H 21 (CDCI3, 300 MHz) &1: 7,49 (d, 1H, J 15,7 Hz, H7), 7,30 (m, 3H, H11, H6 e H2), 6,78
(d, 1H, J 8,2 Hz, H5), 6,61 (d, 1H, J 15,7 Hz, H8), 5,34 (m, 1H, H2’), 4,59 (d, 1H, J 3,05
Hz, H12), 4,38 (m, 1H, H23), 3,33 (m, 2H, H1’), 1,77 (m, 3H, H4’), 1,74 (s, 3H, H5’), 1,21
(d, 3H, J 6,4 Hz, H25), tabela 21A. ESI-MS: m/z calcd. para CisH2sNNaOs* [M+Na]*:
356,1474; encontrado C1sH2sNNaOs"[M+Na]*: 356,1435.
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(E)-N-(4-Hidroxi-3-prenil cinamoil)-L-fenilalanina 22

O derivado da drupanina 17 (39 mg, 0,078 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugédo 10% KOH. Areagao foi deixada em agitagao sob refluxo
a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apds resfriamento
e extracdo com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
orgénica extraida com éter etilico, concentrada a vacuo e analisada por RMN 'H e '3C,
e ESI-MS, (RODRIGUES et al., 2021). O derivado desprotegido da fenilalanina acoplada
com a drupanina 22 foi isolado como um soélido branco com rendimento de 87%. RMN
H 22 (MeODs4, 300 MHz) &+: 7,33 (d, 1H, J 15,7 Hz, H7), 7,14 (m, 7H, H25-H29, H2 e
H6), 6,69 (s, 1H, H5), 6,37 (d, 1H, J 15,7 Hz, H8), 5,25 (m, 1H, J 7,4 Hz, H2"), 3,22 (d,
1H, J 7,1 Hz, H1’), 3,18 e 2,97 (m, 2H, H23), 1,68 (s, 3H, H4’) e 6,65 (s, 3H, HY’), tabela
22A. ESI-MS: m/z calcd. para Ca23H2sNO4*[M+H]™: 380,1817; encontrado
C23H26NO4 [M+H]*: 380,1853.

(E)-N-(3-isopentil-4-hidroxi cinamoil)-L-lisina 23

26

NH,
27

O derivado da drupanina 18 (50 mg, 0,084 mmol, 1 Eq) foi solubilizado em MeOH
e misturado com 5 Eq de solugédo 10% KOH. Areagao foi deixada em agitagao sob refluxo
a 70 °C por cerca de 4 h e monitorada por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/v). Apds resfriamento
e extragdo com éter etilico, a mistura foi neutralizada com HCI (aq) 1M, sendo a camada
organica extraida com éter etilico e concentrada a vacuo (YASHIRO et al., 2015). O
produto obtido (37 mg, 0,080 mmol, 1 Eq) foi posteriormente deixado em agitagdo com
1:1 TFA/ DCM (237 mg, 2.1 mmol) por cerca de 1 hora, sendo a reagao constantemente

monitorada por CCD (DCM/MeOH 8:2 v/v). Posteriormente a mistura foi neutralizada
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com KOH (aq) 1M, sendo a camada organica extraida com DCM e concentrada a vacuo
(LAVRADO et al., 2011). O derivado desprotegido do acoplamento da lisina com a
drupanina 23 foi isolado como um sodlido amarelado com rendimento de 47%. Para
purificacdo, o produto final foi injetado em HPLC-UV preparativo com eluigdo por
gradiente MeOH/H20, tabela 3, (C1s, Phenomenex, 4 pym, 250%x10 mm, fluxo de 4.6
mL/min). RMN 'H 23 (MeOD4, 400 MHz) dn: 7,43 (d, 1H, J 15,7 Hz, H7), 7,30 (d, 2H, J
10,6 Hz, H6-H2), 6,71 (d, 1H, J 8,3 Hz, H5), 6,55 (d, 1H, J 15,7 Hz, H8), 2,93 (t, 2H, J 7,2
Hz, H26), 2,80 (t, 2H, J 6,6 Hz, H1’), 1,93 (m, 1H, H23a), 1,72 (m, 3H, H23b’ e H25), 1,48
(m, 2H, H24), 1,32 (s, 6H, H4 e H5’), tabela 23A. ESI-MS: m/z calcd. para
C20H31N204* [M+H]*: 363.2239; encontrado C20H31N204* [M+H]*: 361,2085.

(E)-N-(3-Prenil-4-dihidrocinamoiloxi cinamoil)-L-serina benzil ester 24
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A bacarina (46 mg, 0.126 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF, e posteriormente
tratada com 44 uL DIPEA (0,252 mmol, 2 Eq), 49 mg do aminoacido NH2SerOBn 34
(0,252 mmol, 2 Eq), juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 66 mg,
0,126 mmol) e HOBt (1Eq, 17 mg, 0,126 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reagao foi
deixada em agitacdo por 16 h, sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apos
rotaevaporacdo do solvente DMF realizou-se a separagdo em coluna classica
cromatografica com eluigéo por gradiente (SiOz2, Tolueno/AcOEt 8:2 a 1:1 v/v). O derivado
protegido da serina acoplada com a bacarina 24 foi isolado como um sélido branco com
rendimento de 53%. RMN 'H 24 (CDCls, 300 MHz) &n: 7,22 (d, 1H, J 15,1 Hz, H7), 6,92
(m, 12H, H18-H22, H2”-H6”, H6 e H2), 6,57 (d, 1H, , J 8,6 Hz, H5), 6,47 (d, 1H, J 7,2 Hz,
H11), 6,09 (d, 1H, J 15,2 Hz, H8), 4,93 (s, 2H, H16), 4,87 (m, 1H, H2'), 4,57 (dt, 1H, J 3,3
Hz e J 6,9 Hz, H12), 3,76 (qd, 2H, J 3,4 Hz e J 10,9 Hz, H23), 2,88 (m, 4H, H1’ and H7"),
2,68 (t, 2H, , J 7,2 Hz, H8"), 1,55 (s, 3H, H4’) e 1,48 (s, 3H, H5’), tabela 24A. ESI-MS:
m/z calcd. para C33H3sNOgs*[M+H]*: 542.2498; encontrado C33H3sNOe* [M+H]*: 542.2537.
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(E)-N-(3-Prenil-4-dihidrocinamoiloxi cinamoil)-(N’-Boc-L-triptofano) benzil ester 25

A bacarina (24 mg, 0,067 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF, tratada com 23
uL DIPEA (0,133 mmol, 2 Eq), 53 mg do aminoacido NH2Trp(N-Boc)OBn 35 (0,133 mmol,
2 Eq), juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 0,067 mmol, 35 mg)
e HOBt (1Eq, 0,067 mmol, 9 mg) (RODRIGUES et al., 2021). A reagéao foi deixada em
agitacao por 16 h, sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apds concentragao
a vacuo do DMF, realizou-se a separagédo em coluna classica cromatografica com eluicao
por gradiente (SiOz2, Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). O derivado protegido do triptofano acoplada
com a bacarina 25 foi isolado como um sélido branco com rendimento de 68%. RMN 'H
25 (CDCls, 300 MHz) &1: 7,73 (d, 1H, J 7,6 Hz, H28), 7,22 (d, 1H, J 15,1 Hz, H7), 7,13
(d, 1H, J 7,5 Hz, H31), 6,90 (m, 15H, H18-H22, H25, H29-H30, H2"-H6", H6 e H2), 5,98
(d, 1H, J 15,1 Hz, H8), 5,93 (d, 1H, J 7,5 Hz, H11), 4,77 (m, 4H, H2’, H16 e H12), 3,10
(d, 2H, J 5,3 Hz, H23), 2,88 (m, 4H, H-1' e H-7"), 2,69 (t, 2H, , J 7,3 Hz, H-8"), 1,56 (s,
6H, H-4’) e 1,48 (s, 6H, H-5), 1,46 (s, 9H, H-37-39), tabela 25A. ESI-MS: calcd. para
Ca6Ha9N207* [M+H]*: 741,3495; encontrado CasHa9N207*[M+H]*: 741,3534.

(E)-N-(3-Prenil-4-dihidrocinamoiloxi cinamoil)-L-treonina benzil ester 26
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A bacarina (58 mg, 0.160 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF e a solugéo foi
tratada com 57 yL DIPEA (0,320 mmol, 2 Eq) e 67 mg do aminoacido NH2ThrOBn 36

(0,320 mmol, 2 Eq), juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 83 mg,
0,160 mmol) e HOBt (1Eq, 22 mg, 0,160 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacao foi
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deixada em agitagéo por 16 h, sendo monitorada por CCD (Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). Apos
rotaevaporacdo do solvente DMF realizou-se a separacdo em coluna classica
cromatografica com eluigdo por gradiente (SiO2, Tolueno/AcOEt 8:2 a 1:1 viv). O
derivado protegido da treonina acoplada com a bacarina 26 foi isolado como um sdlido
branco com rendimento de 68%. RMN 'H 26 (CDClI3, 300 MHz) d1: 7,34 (d, 1H, J 15,1
Hz, H7), 7,02 (m, 12H, H18-H22, H2"-H6”, H6 e H2), 6,68 (d, 1H, , J 8,6 Hz, H5), 6,49
(d, 1H, J 8,6 Hz, H11), 6,23 (d, 1H, J 15,1 Hz, H8), 4,98 (m, 3H, H16 e H 2’), 4,63 (dd,
1H, J 2,3 Hz - J 8,6 Hz, H12), 4,25 (m, 1H, H23), 2,95 (m, 4H, H1’e H7”), 2,79 (t, 2H, , J
7,3 Hz, H8"), 1,66 (s, 3H, H4’), 1,59 (s, 3H, H5) e 1,18 (d, 3H, , J 6,2 Hz, H25), tabela
26A. ESI-MS: m/z calcd. para CasH3sNOs*[M+H]": 556.2654; encontrado
C34H3sNOs* [M+H]*: 556.2692.

(E)-N-(3-Prenil-4-dihidrocinamoiloxi cinamoil)-L-fenilalanina benzil ester 27

A bacarina (49 mg, 0.135 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF e a solucéo foi
tratada com 47 uL DIPEA (0,270 mmol, 2 Eq) e 69 mg do aminoacido NH2PheOBn 37
(0,270 mmol, 2 Eq), juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 70 mg,
0,135 mmol) e HOBt (1Eq, 18 mg, 0,135 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). A reacao foi
deixada em agitagdo por 16 h, sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apds
rotaevaporacao do solvente DMF realizou-se a separagdo em coluna classica
cromatografica com eluicdo por gradiente (SiO2, Tolueno/AcOEt 8:2 v/v). O derivado
protegido da fenilalanina acoplada com a bacarina 27 foi isolado como um sdélido branco
com rendimento de 74%. RMN 'H 27 (CDCIs, 300 MHz) &+ : 7,21 (d, 1H, J 15,1 Hz, H7),
6,91 (m, 15H, H18-H22, H2”-H6” e H25-H29), 6,65 (m, 2H, H6 e H2), 6,58 (d, 1H, J 8,6
Hz, H5), 5,98 (d, 1H, J 15,1 Hz, H8), 5,85 (d, 1H, J 7,5 Hz, H11), 4,84 (m, 4H, H16, H2’
e H12), 2,89 (m, 6H, H23, H1’ e H7”"), 2,69 (t, 2H, , J 7,2 Hz, H8"), 1,56 (s, 3H, H4’), 1,48
(s, 3H, HY%’), tabela 27A. ESI-MS: m/z calcd. para CsgHsoNOs*[M+H]": 602.2862;
encontrado CsgH4oNOs* [M+H]*: 602.2901.
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(E)-N-(3-Prenil-4-dihidrocinamoiloxi cinamoil)-(Ne-Boc-L-lyisina) benzil ester 28

14
o
1
24

11

H 16 18

12 19
1370 17
5

23 22 20

21

2 26

5

29
o7 HN (o]

28
33

31 030
W1

3

A bacarina (23 mg, 0.063 mmol, 1 Eq) foi solubilizada em DMF e a solucéo foi
tratada com 22 uL DIPEA (0,125 mmol, 2 Eq) e 42 mg do aminoacido NH2Lys(N-Boc)OBn
38 (0,125 mmol, 2 Eq), juntamente com os reagentes de acoplamento PyBOP (1 Eq, 33
mg, 0,063 mmol) e HOBt (1Eq, 9 mg, 0,063 mmol), (RODRIGUES et al., 2021). Areagao
foi deixada em agitacao por 16 h, sendo monitorada por CCD (Hex/AcOEt 1:1 v/v). Apds
rotaevaporacdo do solvente DMF realizou-se a separagdo em coluna classica
cromatografica com eluigédo por gradiente (SiOz2, Tolueno/AcOEt 8:2 a 1:1 v/v). O derivado
protegido da lisina acoplada com a bacarina 28 foi isolado como um sélido branco com
rendimento de 77%. RMN 'H 28 (CDCls3, 300 MHz) dw: 7,22 (d, 1H, J 15,1 Hz, H7), 6,94
(m, 12H, H18-H22, H2"-H2”, H6 e H2), 6,59 (d, 1H, J 8,6 Hz, H5), 6,15 (d, 1H, J 7,2 Hz,
H11), 6,08 (d, 1H, J 15,1 Hz, H8), 4,91 (m, 3H, H16 e H2'), 4,49 (dd, 1H, J6,9Hz e J 11,8
Hz, H12), 4,33 (sl, 1H, H27), 2,88 (m, 3H, H1’, H7’ e H26), 2,69 (t, 2H, , J 7,3 Hz, H8"),
1,72 (m, 2H, H23), 1,57 (s, 3H, H4’), 1,49 (s, 3H, H5’), 1,26 (s, 9H, H32-H34), 1,14 (m,
4H, H24-H25), tabela 28A. ESI-MS: nm/z calcd. para C41Hs1N207* [M+H]*: 683.3652;
encontrado C41H51N207* [M+H]*: 683.3742.
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Avaliacao Bioldgica dos Derivados de Produtos
Naturais

3.3. Avaliacdo biolégica dos derivados de drupanina, artepelin C e

bacarina
3.3.1. Ensaios antitumorais
3.3.1.1. Linhagens de células tumorais e normais

Seis linhagens celulares de prostata e de mama foram utilizadas para a
realizacdo dos ensaios biolégicos, sendo: duas linhagens de carcinoma de prGstata
humano (horménios independentes: DU-145 - metastatica para o cérebro, PC-3 -
metastatica para o 0ss0), duas linhagens de carcinoma de mama humano (MCF-7 — ndo
metastatica com receptor de estrogeno; MB-MDA-231 — metastatica sem receptor de
estrogeno), e duas linhagens ndo tumorais de controle, sendo, uma a epitelial de mama
(MCF-10A) e outra a epitelial de préstata (PNT-2).

Inicialmente, todas as linhagens armazenadas em freezer a -80 °C foram
descongeladas e mantidas em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e penicilina/estreptomicina (1% v/v),
em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. O crescimento celular foi monitorado
diariamente sob microscopia (FLoid™ Cell Imaging Station) por periodo suficiente para
obter 75-80% de confluéncia. Nesta etapa, as células foram coletadas apos acédo da
enzima tripsina (TrypLE™ Express), centrifugadas, ressuspendidas em meio de cultura

e transferidas para um novo frasco de cultura.

3.3.1.2. Avaliagdo antitumoral in vitro dos derivados semissintéticos

Uma vez obtido a concentracéo ideal de crescimento de cada linhagem celular,
a proxima etapa foi avaliar o efeito citotoxico dos derivados semissintéticos da préopolis
verde frente as linhagens selecionadas pelo método colorimétrico classico de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio), (DA SILVA et al., 2020). A
reducao do substrato solivel MTT, de coloracdo amarela, pelas enzimas desidrogenases
mitocondriais levam a formacao do produto insolivel formazan, de colaracao arroxeada,

gue pode ser facilmente dissolvido por solvente DMSO. Nesse momento, € possivel
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guantificar o dano celular induzido pelo agente a partir da relacdo linear entre a
concentracdo de células no meio e a absor¢éo do produto formado em 570 nm.

As linhagens tumorais e ndo tumorais foram incubadas na concentracdo de
5x10° células/pogco (MCF-7 e 10A, MB-MDA-231 e DU-145) e 5x10* células/poco (PC-3,
PNT-2) em 100 puL de meio de cultura em placas de 96 pocos por um periodo de 24h
para aderéncia das células nas placas. Posteriormente o sobrenadante foi removido e
0s compostos de interesse, solubilizados em meio com 0,5% (v/v) de DMSO, foram
adicionados em duplicata huma variagdo de oito concentragdes (200 uM a 1.56 pM),
utilizando-se como composto de referéncias a cisplatina. As células ficaram incubadas
com as substancias por 72 h. Entdo, o sobrenadante foi removido dos pocos para adi¢cao
do MTT (50 pL na concentracdo de 2 mg/mL de PBS) seguido de incubacédo por 3 h.
Apds essa etapa, o sobrenadante foi removido e o agente solubilizante foi adicionado
(50 pyL de DMSO). As leituras de absorbancia foram realizadas em 570 nm no
equipamento Biotek Synergy HT e os resultados foram utilizados para determinar a
concentracédo citotoxica para 50 % das células (CCso) no programa GraphPad Prism v.
5. Todos os ensaios biolégicos foram realizados em duplicata experimentais obtidas em

dias alternados.

3.3.2. Ensaios antiparasitarios

3.3.2.1. Cultura de Trypanosoma cruzi

A atividade tripanocida dos derivados semissintéticos das substancias da
prépolis verde foi determinada nas formas intracelulares amastigotas de uma linhagem
modificada geneticamente de Trypanosoma cruzi chamada de Tulahuen LacZ
(BUCKNER et al., 1996). Esta linhagem, modificada para a expressdo da enzima (3-
galactosidase (oriunda da bactéria Escherichia coli), facilita a determinagéo de parasitas
viaveis no meio reacional através da reacdo colorimétrica com substrato CPRG
(vermelho de cloro-fenol B-D galactopirano). Esta enzima converte o CPRG, de
coloracdo amarelada, em dois produtos de coloragédo avermelhada, D-galactose e o
vermelho de clorofenol. Dessa forma, a atividade anti T. cruzi in vitro foi determinada a
partir da relacdo linear entre a concentracdo de parasitas no meio e a absorcédo dos
produtos formados em 570 nm.

Como célula hospedeira das formas amastigotas, utilizou-se uma linhagem
epitelial renal LLC-MK: (isolada de macaco Rhesus), que foi cultivada em meio RPMI-

1640 (Roswell Park Memorial Institute), suplementado com 10% de soro fetal bovino
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(FBS) e penicilina/estreptomicina (1% v/v) e mantida em estufa a 37 °C e com atmosfera
de 5% de COs2.

3.3.2.2. Avaliacdo tripanocida in vitro dos derivados semissintéticos

Inicialmente, as células hospedeiras LLC-MKz foram plaqueadas na
concentracdo de 5x10* células/poco (placas de 96 pocos de fundo chato) e infectadas
com as formas tripomastigotas da cepa Tulahuen LacZ, na concentragdo de 5x10°
parasitas/mL. Apos incubacdo por 48h em estufa a 37 °C e com atmosfera de 5% de
COg2, o sobrenadante foi removido por meio de sucessivas lavagens com tampéao fosfato-
salino (PBS) para remocao dos parasitas extracelulares que nédo infectaram células.
Posteriormente os derivados semissintéticos forma adicionados em duplicata de oito
concentracdes diferentes (200 uM a 1.56 pM) e incubados por 72 h, assim como o
composto de referéncia, o benzonidazol. Apos este periodo, a viabilidade das formas
amastigotas foram avaliadas a partir da adi¢cdo do substrato CPRG a 400 yM em 0,3%
Triton X-100 (pH 7,4), sendo as placas novamente incubadas por 4 h em estufa a 37 °C.
As leituras de absorbéncia foram realizadas em 570 nm no equipamento Biotek Synergy
HT e os resultados foram utilizados para determinar a concentracdo inibitéria para 50%
das formas amastigotas (ICso, do inglés inhibitory concentration) no programa GraphPad
Prism v. 5. Todos os ensaios biologicos foram realizados em duplicata experimentais

obtidas em dias alternados.

3.3.2.3. Avaliacdo da citotoxicidade em LLC-MK2 dos derivados
semissintéticos

As células hospedeiras LLC-MK2 foram plaqueadas na concentracao de cerca
de 5x10* células/poco (placas de 96 pocos de fundo chato) e apds 48 h o sobrenadante
foi removido por meio de sucessivas lavagens com Tampao fosfato-salino (PBS). Os
derivados semissintéticos forma adicionados em oito concentracdes diferentes (200 uM
a 1.56 pM) e incubados por 72 h a 37 °C, assim como o composto de referéncia, o
benzonidazol.

Posteriormente o sobrenadante foi removido e os efeitos da citotoxicidade foram
avaliados a partir da adicdo de MTT (50 pL na concentracdo de 2 mg/mL de PBS) e
incubagédo por 3 h. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO (50
pL/poco) e as leituras de absorbéancia foram realizadas em 570 nm no equipamento

Biotek Synergy HT. Os resultados foram utilizados para determinar a concentragao
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citotoxica para 50 % das células (CCso) no programa GraphPad Prism v. 5. Todos os
ensaios biolégicos foram realizados em duplicata experimentais obtidas em dias

alternados.

3.3.3. Ensaios antimicrobianos

Para a realizagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), as amostras foram
solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO) e posteriormente acrescentou-se caldo Mueller
Hinton (MH). A concentracao final de DMSO nao foi superior a 5% e a solucédo nesta
porcentagem foi utilizada como controle negativo. Com o auxilio de uma alca de
inoculacao esterilizada, as bactérias foram transferidas para um tubo contendo 3 mL de
solucdo salina (estéril) até obter turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland, que corresponde a aproximadamente a 1,5x108 UFC/mL. Em seguida, foi
retirado 500 pL desta turvacao para outro tubo contendo 4,5 mL de solucédo salina e
depois 2 mL deste tubo foram transferidos para um terceiro tubo contendo 10 mL de caldo
MH. Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios foram depositados 50 uL de caldo
MH, 50 pL de solugao estoque e posteriormente acrescentaram-se 30 pL do caldo MH e
20 pL suspenséao bacteriana, a fim de se obter uma concentracao de 0,049 a 100 pg/mL,
em diluicdo seriada permitindo determinar a concentracdo necessaria para inibir o
crescimento bacteriano a ser avaliado. Nos demais orificios foi feito o controle da cultura,
pelo qual deve apresentar crescimento bacteriano devido a auséncia do agente
antimicrobiano, controle de esterilidade do caldo, controle esterilidade das amostras e
controle do DMSO. A estreptomicina foi o controle positivo para a linhagem Gram-
negativa e a penicilina foi o controle positivo para a linhagem Gram-positiva. As placas
foram incubadas em condi¢cfes aerdbicas a 37 °C por 24 h. Apés o periodo de incubacgéo
foram adicionados 30 pL de resazurina (Sigma) em cada poco 30 pL de resazurina
(Sigma) na concentracdo de 0,02% preparado em solucdo aquosa. As placas foram
incubadas novamente por 30 min, sendo entdo observada a alteracdo da cor azul
(auséncia de crescimento bacteriano) e a cor rosa (presenca de crescimento bacteriano).

Para a obtencdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM) antes da adicdo da
resazurina na CIM, foi retirada uma aliquota (10 puL) de cada poco da microplaca e
transferidos para uma nova placa de Petri contendo meio de cultura Agar Mueller Hinton.
A incubacao dessas placas foi realizada em condi¢des aerdbicas a 37 °C por 24 h.

ApoOs o periodo de incubagdo, o resultado foi avaliado pela auséncia ou

crescimento de colénias de cada aliquota inoculada. Apds o periodo de incubacéo, as
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culturas foram inspecionadas visualmente e os resultados foram interpretados da
seguinte maneira: Quando os resultados da CIM e CBM sao iguais indica que as amostras
avaliadas apresentaram efeito bactericida, enquanto que o valor da CBM obtido for acima

da CBM, indica que as amostras avaliadas apresentaram efeito bacteriostatico.
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Estudos in silicio dos Derivados de Produtos
Naturais

3.4. Anadlises in silico dos derivados de drupanina, artepelin C e bacarina

3.4.1. Predicéo de alvos

Para realizar a predicdo de alvos para os derivados, usou-se o “PPB Poly-
Pharmacology Browser” (http://gdbtools.unibe.ch:8080/PPB/index.html), que realiza a

identificacdo e classificagdo de alvos usando uma abordagem baseada em ligante. A
pesquisa por similaridade de ligantes é realizada considerando diferentes “fingerprints”
independentes e/ou combinados. Para tal, considera-se mais de 1.463 proteinas-alvo,
cada uma representada por no minimo 20 moléculas bioativas conforme relatado no

banco de dados ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/). Como “input” utilizou-se as

notagdes SMILES dos compostos, e para cada um, foram obtidas: a classificacédo
(ranqueamento) de alvos preditos, o numero de moléculas/ligantes encontrados e os

“fingerprints” mais relevantes e bem pontuados.

3.4.2. Modelo de similaridade por 2D fingerprint

Os 26 compostos selecionados foram inseridos no KNIME (BERTHOLD et al.,
2008; KNIME AG, 2021) e divididos em dois subconjuntos, um contendo apenas o
composto de referéncia (bacarina) e outro contendo os demais 25 compostos. Foram
entdo gerados os “fingerprints” 2D como descritores para ambos 0s subconjuntos,
usando o né implementado RDKit (RDKIT: OPEN-SOURCE CHEMINFORMATICS,
2021). Estes foram posteriormente confrontados para o calculo de valores de

similaridade de Tanimoto (variando de 0,00 a 1,00) e classificados sequencialmente.

3.4.3. Estudo de docking — desenvolvimento e validacéo

A estrutura da proteina AKR1C3 (PDB ID 1S2C) (LOVERING et al., 2004) foi
obtida do “RCSB Protein Data Bank” (https://www.rcsb.org/), sendo previamente
preparada usando o software “Protein Preparation Wizard” (MADHAVI SASTRY et al.,
2013; SCHRODINGER LLC., 2010). O pré-processamento foi feito pelas seguintes

funcbes: adicdo de hidrogénio, remocéo de moléculas de 4gua e manutengdo apenas do
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mondmero A (excluindo-se o mondémero B), excluséo de outros ligantes, cofatores e
metais.

Os ligantes utilizados nas simula¢des de docking foram previamente preparados
desenhando suas estruturas no software ChemDraw (PERKINELMER INFORMATICS
INC., 2021) e copiando-os no formato SMILES. Na sequéncia, as moléculas foram
importadas no Ligprep (SCHRODINGER, 2018) e processadas considerando-se o
campo de forca MMFFs, com atribuicdo de cargas parciais aos atomos, bem como dos
possiveis estados de ionizagdo (gerados com o modulo Epik, em pH = 7,0 + 1,0), sendo,
por fim, as moléculas exportadas no formato mol2.

As simulacdes de docking foram conduzidas no software Glide (HALGREN et al.,
2004) por meio de dois diferentes protocolos, desenvolvidos e validados com base tanto
no composto de referéncia (bacarina) quanto nos procedimentos de redocking.

O primeiro protocolo foi desenvolvido incluindo-se restricbes para bacarina,
conforme previamente reportado na literatura (ENDO et al.,, 2012). Essas restricdes
foram aplicadas considerando que estudos de mutagénese direcionada demonstraram
que os residuos ndo conservados Serl18, Metl20 e Phe311 em AKR1C3 realizam
interacdes importantes com a bacarina. Desta forma, a fim de minimizar o numero de
restricbes aplicadas, apenas uma restricao de ligacdo de hidrogénio em OH de Serl118
foi usada. Construiu-se um “grid” (grade ou caixa que limita o espago do sitio no receptor)
usando parametros padroes, exceto pelo estabelecimento das coordenadas
tridimensionais definidos no espaco pelo “centréide™: x = 26,05, y = -27,78 e z = 61,15.
O “grid” compreende duas caixas: externa e interna, com arestas de comprimentos de
20 A3 e 10x10x16 A, respectivamente. As simulacdes de docking foram realizadas
usando a funcdo de pontuacdo Standard Precision (SP) do Glide, considerando as
cargas parciais definidas para os ligantes e desativando a minimizacéo pds-docking.

O segundo protocolo foi desenvolvido usando exatamente 0sS mesmos
parametros gerais descritos acima, exceto pela ndo incluséo da restricdo mencionada.

Ambos os protocolos de docking (‘com' e 'sem’ restricdes) foram validados por
redocking usando os parametros supramencionados bem como a estrutura da proteina
AKR1C3 (PDB ID 1S2C) previamente preparada. Vale ressaltar que, antes das
simulagdes de redocking, foi feita uma preparacao simples do ligante nativo (FLF, acido
2-[[3-(trifluorometil)fenillamino] benzoico), considerando-o em formato 3D (mol2),
ajustando ordens de ligacao, adicionando atomos de hidrogénio, bem como calculando

cargas atbmicas parciais.
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Além disso, os resultados foram programados para gerar 10 poses de docking
para cada molécula e, em alguns casos, menos poses foram geradas (de acordo com o
corte de energia pré-estabelecido no Glide). As poses obtidas para cada molécula foram
inspecionadas visualmente e, assim, separadas em “clusters” (conjuntos/familias) de
poses aparentemente melhores sobrepostas representando poses mais homogéneas e
significativas. Dentre a familia com poses mais significativas, aquela com o melhor valor
de pontuacéo score foi selecionada como a pose representativa. Quando os resultados
das poses foram muito dispersos ao acaso (baixa homogeneidade entre elas), a pose

com melhor pontuacéo fora entdo selecionada como a representativa para tal molécula.

3.4.4. Estudos de docking com outros alvos enzimaticos

Simulac¢des de docking com outros alvos enziméticos também foram realizadas
utilizando-se do software Glide. Para tal, realizou-se a pré-preparacédo das proteinas e
dos ligantes correspondentes, conforme descrito no tépico 3.4.3.. As seguintes
estruturas 3D das proteinas e respectivos IDs do PDB foram usadas para cada alvo: BET
(6P05.pdb) (LI et al., 2020), GRP78 (3LDP.pdb) (MACIAS et al.,, 2011), MDM2
(4ERE.pdb) (REW et al., 2012) e mTOR (4JT6.pdb) (YANG et al., 2013). Na etapa de
geracao dos respectivos “grids” para cada receptor, ao invés de usar coordenadas
espaciais ‘centroides’, usamos os correspondentes ligantes nativos como referéncia
(centralizado dentro da grade), com os tamanhos padrdo para as caixas externas e
internas (arestas de comprimentos de 20 A3 e 10 A3, respectivamente). As simulagcées
de docking foram realizadas usando a funcdo de pontuacdo Standard Precision (SP)
implementada no Glide.

Foram construidas curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) usando o nd
padrdo “ROC curve” implementado no KNIME JavaScript Views, e fornecido pela KNIME
AG, Zurique, Suica. As curvas ROC podem ser analisadas com vista a validagdo de uma
determinada metodologia/modelo (por exemplo, protocolo de docking) e sua respectiva
classificacdo/discriminacéo correta entre compostos ativos e inativos. Os compostos séo
classificados em relagdo as proporgdes verdadeiro/falso, positivo/negativo e sao
representados em termos de sensibilidade e especificidade. Assim, para a construgao
das curvas ROC, a sensibilidade (eixo y) é correlacionada em func¢ao de 1-especificidade
(eixo x), onde a sensibilidade & definida pela razdo de verdadeiros positivos, e 1-
especificidade pela razdo de falsos positivos classificados pelo modelo. As curvas ROC

construidas foram avaliadas pelos respectivos valores de AUC (Area Under the Curve),
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onde valores proximos a 1,0 indicam idealidade e melhor desempenho, enquanto o valor
0,5 indica classificagao aleatoria pelo modelo (NICHOLLS, 2008; TRIBALLEAU et al.,
2005).
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4. Resultados e Discussao

Isolamento dos Produtos Naturais

4.1. Isolamento do artepelin C, drupanina e bacarina

4.1.1. Obtencao do extrato hidroalcodlico da prépolis verde e de
Baccharis dracunculifolia

A partir da extragdo hidroalcodlica de um quilograma de propolis verde e das
folhas de Baccharis dracunculifolia foi possivel obter, separadamente, aproximadamente
300 g de extrato seco. Cada extrato bruto foi analisado por CLAE-DAD (cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos), sendo os perfis
cromatograficos analisados para constatagdo da presenga das substancias desejadas,

artepelin C, drupanina e bacarina (Figura 8).
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Figura 8. Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE — DAD). A: propolis verde; B: folhas de Baccharis dracunculifolia.
Eluicdo: drupanina - 27,3 min; artepelin C - 53,9 min; bacarina - 57,7 min.

4.1.2. Fracionamento do extrato hidroalcodlico por cromatografia
contracorrente de alta velocidade (HSCCC)

O fracionamento de 2 g de extrato bruto das folhas da Baccharis dracunculifolia,
realizado por cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC), permitiu a
obtencdo de 87 fragdes, as quais foram reunidas em 15 subfracbes conforme
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semelhanca no perfil cromatografico em cromatografia de camada delgada (CCD),
Tabela 1 (DA SILVA, 2011; MOTTA, 2014).

Todas as subfracdes foram, posteriormente, analisadas em CLAE-DAD e
comparadas com os padrdes auténticos das substancias, artepelin C, drupanina e
bacarina, para confirmagao das respectivas identidades.

A partir dos cromatogramas das reunides (R11, R12 e R14), Figura 9, pode-se
observar o tempo de retengao das substancias desejadas, além do perfil cromatografico
de algumas das reuniées mais relevantes obtida por HSCCC. Foi possivel observar que
o fracionamento por HSCCC concentrou em apenas duas reunides, R11 e R12, toda a
bacarina disponivel no extrato bruto das folhas da B. dracunculifolia, sendo que a reuniao
12 (R12) concentrou 100% do artepelin C disponivel neste extrato bruto. Quanto a
drupanina, observa-se a presenga desta substancia somente na reunido 14 (R14),
concentrando também 100% de toda a drupanina disponivel no extrato bruto das folhas

da B. dracunculifolia.

Tabela 5. Fracdes obtidas por cromatografia contracorrente de alta velocidade do
extrato das folhas de Baccharis dracunculifolia.

?ﬁg?;'g§§ Fragbes Quantidade (g)
1 45 0.092
) 6.7 0.005
3 8.9 0.009
4 10-13 0.014
5 14-17 0.021
6 18-21 0.001
7 22-30 0.002
8 31-36 1.007
9 37-40 0.002
10 41-45 0.005
1 47-50 0.019
12 51-56 0.041
13 57-61 0.092
14 62-68 0.038
15 69-87 0.053
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Figura 9. Cromatogramas das fracdes reunidas (R11, R12 e R14) por cromatografia
contracorrente de alta velocidade (HSCCC) das folhas de B. dracunculifolia. Elui¢ao:

drupanina - 27,3 min; artepelin C — 54,0 min; bacarina — 57,6 min.
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4.1.3. Fracionamento do extrato hidroalcodlico por cromatografia
liquida a vacuo (CLV)
O fracionamento de 100 g de extrato bruto da prépolis verde por cromatografia

liquida a vacuo (CLV) forneceu 207 fragdes, as quais apds analises por CCD foram
reunidas em 21 subfragcdes, conforme a semelhanga entre os perfis cromatograficos,
Tabela 2, (PEDERSEN; ROSENBOHM, 2001). As 21 subfragdes reunidas foram
analisadas por CLAE-DAD e as fragbes com quantidades significativas de drupanina,
bacarina e artepelin C foram selecionadas para o isolamento por CLAE preparativo.

Os cromatogramas das reunides mais relevantes estdo na figura 10, com
destaque especial para as substancias desejadas, as quais estdo marcadas quanto ao
tempo de rentencdo. Além da visualizagdo quanto ao perfil cromatografico de cada
reunido obtida, pode-se concluir que as fracdes reunides ricas em artepelin C foram as
R2 a R6, bacarina as R2 a R8 e em drupanina as R6 a R12.

O extrato bruto das folhas de B. dracunculifolia (100 g) também foi fracionado,

originando 40 fragdes, as quais apds analise por CCD foram reunidas em 7 subfragdes
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(Tabela 3). Percebendo-se a partir do fracionamento da prépolis verde que os compostos
de interesse eluiam com 9:1 Hex/AcOEt até a 402 fracdo, a forca da eluicdo no
fracionamento do extrato das folhas de B. dracunculifolia ndo foi aumentada, o que
acarretou em um menor numero de fragées. Os cromatogramas das reunidées mais
relevantes, com quantidades significativas de drupanina, bacarina e artepelin C, estao

na figura 11.

Tabela 6.Fracdes obtidas por cromatografia liquida a vacuo do extrato de propolis verde
Reunides

(CLV) FracOes Quantidade (g)
1 1 4.7
2 2-3 12.1
3 4-8 7.9
4 9-12 2.1
5 13-26 3.9
6 27-32 0.9
7 33-40 3.7
8 41-58 4.5
9 59-65 0.9
10 66-75 1.1
11 76-85 14
12 86-90 0.5
13 91-96 0.6
14 97-107 2.3
15 108-121 3.1
16 122-150 3.0
17 151-161 25
18 162-168 3.5
19 169-176 3.5
20 177-181 2.1
21 182-207 5.3
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Figura 10. Cromatogramas das fracdes reunidas (R2-R11) por cromatografia liquida
a vacuo (CLV) da propolis verde. Eluigdo: drupanina — 26,9 min; artepelin C - 53,9
min; bacarina — 57,7 min.

Tabela 7. Fracdes obtidas por cromatografia liquida a vacuo do extrato das folhas
de B. dracunculifolia

Re(g:rlli\(/i)es FracGes Quantidade (g)
1 1 0.9
2 2.3 0.7
3 4-8 11
4 9-12 0.8
5 13-26 1.8
6 27-32 0.6
7 33-40 0.9
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Figura 11. Cromatogramas das fracdes reunidas (R4 — R7) por cromatografia liquida
a vacuo (CLV) do extrato das folhas de B. dracunculifolia. Eluicdo: artepelin C - 53,9
min; bacarina — 57,7 min.

4.1.4. Isolamento e analise das substancias por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Todas as subfragdes ricas nos compostos de interesse (drupanina, artepelin C e
bacarina) foram purificadas por CLAE preparativo conforme parédmetros descritos no item
4.1.4, (DE SOUSA, 2007). Realizaram-se aproximadamente 220 inje¢es fornecendo
0,41g de drupanina, 1,68 g de artepelin C e 0,67 g de bacarina.

Posteriormente, as substancias foram analisadas por CLAE — DAD analitico,
comparados com padroes auténticos quanto ao tempo de retencao e perfil de absorcéo,

sendo a pureza relativa calculada em 275 nm de 97%, 97% e 98% para a drupanina,
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artepelin C e bacarina, respectivamente (Figura 12). Para confirmagéo das estruturas

utilizou-se também a andlise por RMN de "H em 300 MHz (Figura 13).

Os espectros de RMN de 'H dos produtos naturais isolados da prépolis verde,
drupanina, artepelin C e bacarina (Figura 13), confirmam sinais tipicos dos produtos

naturais prenilados do acido p-cumarico, como os dupletos com deslocamento em 6,4 e

7,5 ppm,

respectivamente, 0s quais acoplam em trans com J=15.1 Hz.

caracteristicos sdo os sinais dos hidrogénios das prenilas, H2’ e H2”, que aparecem
como um tripleto em & 5,2, dos hidrogénios H1’ e H1”, como dupleto em 3,3 ppm, e os

hidrogénios das prenilas H4’, H4”, H5’ e H5”, que aparecem como simpletos em 1,9 ppm

e 1,8 ppm.

referente aos sinais dos hidrogénios da ligacdo dupla, H8 e H7,
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Figura 13: Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H dos produtos naturais,
drupanina (A), artepelin C (B) e bacarina (C), (CD30OD, 300 MHz).
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Semissintese dos Derivados de Produtos
Naturais

4.2. Semissintese dos derivados de artepelin C, drupanina e bacarina

A semissintese dos derivados de artepelin C, drupanin e bacarina foi dividida em
duas séries, sendo a primeira representada pela sintese dos dimeros triazélicos 1-3
(Esquema 1 e 8), e a segunda pelos derivados de aminoacidos de artepelin C 4-13,
drupanina 14-23 e de bacarina 24-28 (Esquema 7, 8 € 9).

4.2.1. Obtencao dos dimeros triazélicos do artepelin C, drupanina e
bacarina

Primeiramente, procedeu-se a acetilacdo da hidroxila fendlica do artepelin C e
da drupanina com o objetivo de protecao do grupo ativo e maior estabilidade da molécula.
As reacoes, realizadas na presenca de piridina/Ac20, forneceram os produtos acetilados
do artepelin C 29 e da drupanina 30 com rendimentos de 90% e 73%, respectivamente.

A sintese dos dimeros triazélicos 1-3 (Esquema 1) por reagao de “click
chemistry” envolveu a preparacao prévia dos blocos de constru¢éo propargil-artepelin C
31 / propargil-bacarina 32 e di-azido propano 33 funcionalizados com grupos alcino e

azido, respectivamente (Esquema 2).

(e} (e}
R‘l N:N N:N _— R‘l
X NNN/\/\N\%u
H

R2 R2

"Click Chemistry"

Artepillin C
PN

R'=

R?= OAc

Bacarina
R1=H N3~ > Ng
- o 33
R2= *~ oA ~pp

Esquema 1. Retrossintese dos dimeros triazolicos 1-3 utilizando como material de
partida propargil-artepelin C 31 / propargil-bacarina 32 e di-azido propano 33.
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Esquema 2. (A) Sintese dos derivados propargil-artepelin C 31 e propargil-bacarina
32. (B) Sintese do derivado di-azido propano 33;

A sintese dos compostos propargil-artepelin C 31 (72%) e propargil-bacarina 32
(34%) foi realizada a partir da reacdo de acoplamento do artepilin C e da drupanina
acetilados e da bacarina com propargilamina comercial, na presenca da base DIPEA
(N,N-diisopropiletilamina), e dos reagentes de acoplamento PyBOP (hexafluorofosfato
de benzotriazol-1-iloxi-tripirrolidinofosfénio) e HOBt (1-hidroxi-benzotriazol), em DMF
(Esquema 2A). O mecanismo de reacdo de acoplamento entre o grupo acido carboxilico
dos produtos naturais com a amina terminal da propargilamina envolve, inicialmente, a
abstracdo do préton do acido carboxilico pela base DIPEA, deixando o oxigénio
negativamente carregado para o ataque ao ion fosfénio da molécula de PyBOP.
Posteriormente, ocorre a liberacdo da por¢ao hidroxi-benzotriazol, seguido pelo ataque
nucleofilico ao carbono carbonilico pelo grupo hidroxi-benzotriazol liberado, deslocando,
assim, a porcao oxitripirrolidinofosfénio. O éster formado contém o grupo abandonador
necessario ao ataque nucleofilico do grupo amino terminal da propargilamina, conforme
detalhado no Esquema 3, (MARTINS-TEIXEIRA et al., 2013).
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Esquema 3. Mecanismo da reagcdo de acoplamento envolvendo a utilizagdo do
reagente PyBOP/HOBL.

PFe

NH
R

O derivado di-azido propano 33 (80%), por sua vez, foi obtido em atmosfera
inerte pelo tratamento do reagente dicloropropano com azida de s6dio em DMF anidro
(Esquema 2B), por um periodo de 72 h & temperatura ambiente, considerando a
volatilidade do produto final em altas temperaturas (ARSLAN et al., 2018).

Apoés obtencédo dos precursores de alcino (31 e 32) e azido (33) citados, foi
realizada a reacédo de ciclo-adicdo 1,3-dipolar (“click chemistry”) catalisada por Cu(l)-

CuAAC, utilizando o sistema catalitico CuSOau/ascorbato de so6dio em DMF,
(MARCHIORI et al., 2015), Esquema 4.

R1

R? 31
32

Ny~ " "N
33
Cuso4

Ascorbato de sédio
DMF

R! N:N !\l:N

R2 R2

R?= OAc
R'=H %
3
R2= Ph/\)J\O}&L

Esquema 4. Reagao de “click chemistry” para obtengdo dos dimeros triazolico
protegidos de artepilin C 1 e bacarina 3.
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O mecanismo da reacao proposto envolve seis etapas e sugere a participacao
de dois atomos de cobre (BOCK; HIEMSTRA; VAN MAARSEVEEN, 2006). Na primeira
etapa ha a complexacao do Cu(l) com a ligagéo 1T do alcino terminal e a formagao da
estrutura Cu(l)- acetilideo; a segunda etapa envolve a participacdo do segundo atomo
de Cu(l) e a complexacéo deste na espécie anteriormente formada de Cu(l)- acetilideo.
Posteriormente, na terceira etapa, ocorre a aproximac¢ao do grupo azido originando o
complexo cobre-acetilideo-azido, com dois atomos de cobre. Na quarta etapa ocorre a
formacdo de um metalociclo decorrente do ataque nucleofilico do carbono C-4 do alcino
ao nitrogénio terminal N-3 do grupo azido. Este metalociclo posiciona o azido de forma
que o par de elétrons nao compartilhado do nitrogénio N-1 se associe ao orbital *
(antiligante) do carbono C-5, promovendo contragdo do ciclo, liberando um Cu e
formando uma espécie triazolideo de cobre mais estavel (quinta etapa). Por fim, a
protonacao da espécie de triazolideo de cobre, seguida de dissociacao, leva ao produto

1,2,3-triazol 1,4-disubstituido e a regeneracao do catalisador (sexta etapa) (Esquema 5).

o] ’

,,,,,,,,,,,,,,,,,, (|3ub
/ 2 : BH
| ‘ R?——==—~Cua
' 11 N '
: R\N{ \\gNS | ( cu()
: — ' u(l)- acetilideo
H® *R? lq B
; 1,2,3 triazol
1,4 disubstituido )
LSS 6 3 N=N_o
‘R
& ' Rt
2 NN

11 N N~ 2

R 3

TNT SN s Cub

):< R2 :’ Cua
cus’ ® 4 R2 4 5
complexo
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5 1 /R’I 4

Cub 3 N
N“ [\
( \(jeub
_ RP¥e
Contracao R274 X\ /
5\\/

metalociclo
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Esquema 5. Mecanismo da reacéo de "Click Chemistry” catalisada por Cu(l)-CuAAC,
utilizando o sistema catalitico CuSOu4/ ascorbato de sodio.
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Seguindo o protocolo descrito por Campo et al., 2015 a reacgéo inicial de “click
chemistry” foi realizada em micro-ondas por 15 — 20 min a 100 °C, sendo, no entanto,
observada a degradagéo dos precursores (produtos naturais). Dessa forma, procedeu-
se a reacao a temperatura ambiente, sendo observado em CCD (tolueno/AcOEt, 8:2 v/v)
consumo dos materiais de partida apds cerca de 4 h. Apoés purificacdo por cromatografia
classica (AcOEt /Hex, 5:5 v/v), os dimeros triazélicos de artepelin C 1 e bacarina 3 foram
obtidos com rendimentos de 97% e 62%, respectivamente, sendo suas estruturas
devidamente confirmadas por andlises de RMN 'H e 13C, e ESI-MS.

De acordo com o espectro de RMN 'H do dimero triazélico de artepelin C 1
(Figura 14, Tabela 1A- Apéndice), € possivel observar os sinais dos hidrogénios da
ligagédo dupla, H8 e H7, os quais acoplam em trans com J=15.1 Hz e com deslocamento
em 6,4 e 7,5 ppm, respectivamente. Outros sinais referentes a estrutura do artepellin C
também foram observados, tais como, o simpleto em & 7,2 referente aos hidrogénios H6
e H2 dos anéis aromaticos, o multipleto em & 5,2 referente aos hidrogénios H2’ e H2”, o
dupleto em 3,3 ppm dos hidrogénios H1’ e H1” (J=6.9 Hz) e os simpletos das prenilas
em 1,9 ppm e 1,8 ppm (H4’, H4”, H5 e H5"), sendo que todos estes sinais estdo com
integrais duplicadas conforme previsto para a estrutura desse dimero. O sinal referente

ao CH triazdlico (H14) € observado como um simpleto em 7,6 ppm.
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Figura 14. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H do dimero triazélico
protegido do artepilin C 1, em 300 MHz, CDCls.
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A partir do espectro de RMN 'H do dimero triazélico de bacarina 3 (Figura 15,
Tabela 3A- Apéndice) observa-se o sinal do hidrogénio da ligacéo dupla, H8 em 6 6,1, 0
gual acopla em trans (J=15.1 Hz) com o H7. O dupleto do H7 em 7,21 ppm se sobrepde
ao simpleto do H14. Os sinais tipicos da estrutura da bacarina aparecem em 6,9 ppm
como um multipleto, referente aos hidrogénios H2"-H6” do segundo anel aromatico, em
6,6 ppm, simpleto do hidrogénio H5, o qual indica a auséncia da prenila quando
comparado ao artepelin C, e em 2,7 e 2,9 ppm dos hidrogénios H8” e H7” dos metilenos
da bacarina. Alguns sinais que confirmam a reagédo de “click chemistry” podem ser
observados em 7,21 ppm, simpleto do CH triazolico (H14), em 4,06 ppm, tripleto do H18,

e em 2,30 ppm referente ao multipleto do H19.
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Figura 15. Estrutura numerada e espectro de RMN de *H do dimero triazélico protegido
da bacarina 5, em 300 MHz, CDCls.

Como, a principio, a hidroxila fendlica do artepelin C foi acetilada,
posteriormente, o dimero triazdlico foi submetido a reacao de desprotecao por hidrélise

basica (KOH 10%) para retirada do grupo acetil (Esquema 6). O dimero desprotegido,
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do artepelin C 2 foi confirmado por andlises de RMN 'H e 13C, e ESI-MS (Tabela 2A-
Apéndice).
A partir do RMN *H do dimero desprotegido do artepelin C 2 é possivel observar

a auséncia do simpleto em 0 4,4 referente aos hidrogénios H4” do acetil, assim como,
outros sinais caracteristicos do triazol e do artepelin C, como o simpleto em 7,6 ppm do
H14 e o tripleto em 5,3 ppm do H2’ e H2”, comprovando que a estrutura dimérica e as

prenilas permaneceram inalteradas apds a hidrolise basica (Figura 16).

O (0]
R'I N:N. ,N:N _— R1
AN HNNMN%”
R2 R2
1
|
R1=/K/\
1 R2e OA < KOH
Tore MeOH
O
R1 i N:N N:N _— R1
R2 R2
2
R‘l:J\/\
2 ¥
R?= OH

Esquema 6. Reacdo de hidrdlise basica dos dimeros triazolicos do artepelin C 2 e
da drupanina 4.
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Figura 16. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H do dimero triazélico
desprotegido do artepilin C 2, em 300 MHz, MeODa.

4.2.2. Obtencdao dos derivados de aminoacidos do artepelin C,

drupanina e bacarina
Cinco aminoacidos comerciais foram selecionados para o acoplamento com o

artepelin C, drupanina e bacarina, a saber: L-FmocSerOH, L-FmocTrp(N-Boc)OH, L-
FmocThrOH, L-FmocPheOH e L-FmocLys(N-Boc)OH. A sintese dos derivados de
aminoacidos do artepelin C, drupanina e bacarina envolveu a preparacdo prévia dos
aminoacidos L-NH2SerOBn 34, L-NH2Trp(N-Boc)OBn 35, L-NH2ThrOBn 36, L-
NH2PheOBn 37 e L-NH2Lys(N-Boc)OBn 38 por reagdes subsequentes de O-benzilagéo
com brometo de benzila e desprotecéo do grupo N-Fmoc com morfolina (50% em DMF),
a partir dos correspondentes aminoacidos comerciais contendo grupo protetor N-Fmoc

e carboxila livre, Esquema 7, (FIELDS, 1994; NGUYEN et al., 1985).
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Esquema 7: Reacédo de O-benzilagdo e desprotecédo do grupo N-Fmoc dos cinco
aminoacidos selecionados.

A sequir, foram realizadas as reacfes de acoplamento entre artepelin C,
drupanina e bacarina com o0s aminoacidos 34-38, utilizando os reagentes de
acoplamento PyBOP, HOBt e DIPEA, em DMF, fornecendo os derivados de aminoacidos
do artepelin C 4-13, drupanina 14-23 e bacarina 24-28 com rendimentos entre 40% e
97% ap0s purificacdo cromatografica por cromatografia classica, Esquema 8 (MARTINS-
TEIXEIRA et al.,, 2013). As estruturas dos produtos obtidos foram devidamente
confirmadas por andlises de RMN H e 13C, e ESI-MS, conforme detalhado no item 3.2.2.
e nos apéndices (Tabela 4A e 28A- Apéndice). Ao longo do texto alguns espectros de
RMN *H foram discutidos, selecionando-os pela diferenca entre as cadeias laterais e o

precursor natural.
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Esquema 8: Sintese dos derivados de amino&cidos do artepelin C 4-8, drupanina 14-18
e bacarina 24-28 por reacdes de acoplamento.

No espectro de RMN H do derivado 7, acoplamento do artepelin C com a
fenilalanina (Figura 17, Tabela 7A- Apéndice), os sinais caracteristicos do artepelin C
podem ser observados com o simpleto em & 7,0, referente aos hidrogénios H6 e H2 do
anel aromatico, o dupleto em 3,2 dos hidrogénios H1’ e H1” (J=7.2 Hz), os simpletos das
prenilas em 1,7 ppm e 1,6 ppm (H4’, H4”, H5 e H5”) e o dupleto em 7,6 e 6,3 ppm,
referentes aos hidrogénios da ligacdo dupla, H7 e H8, do acoplamento em trans com
J=15.1 Hz, respectivamente. Os sinais do aminoacido protegido da fenilalanina também
foram observados a partir do multipleto em 7.2 ppm dos hidrogénios H25-29, multipleto
em 7.4 ppm, referente aos hidrogénios H18-H22, e o multipleto em 5,2 ppm (H16), do
metileno do grupo benzil o qual se sobrepde aos sinais dos H2’ e H2” e integram para

quatro hidrogénios.
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Figura 17. Estrutura numerada e espectro de RMN de *H do acoplamento do artepelin
C com a fenilalanina 7, em 300 MHz, CDCls.

A partir do espectro de RMN *H do derivado 15, acoplamento da drupanina com
o triptofano, (Figura 18, Tabela 15A- Apéndice), € possivel observar sinais caracteristicos
tanto da estrutura da drupanina, dupleto em & 7,0 (H5 do anel aromatico) e os simpletos
das prenilas em 1,8 ppm (H4’) e 1,7 ppm (H5’), quanto da estrutura do aminoacido
triptofano protegido, dupleto em 6 8,1 e 6 7,5 (H28 e H31 do anel indol) e o simpleto
integrando para nove hidrogénios das metilas do grupo Boc (H37, H38 e H39) em 1,6
ppm.

Observando-se o espectro de RMN !H do derivado 24, resultante do
acoplamento de bacarina com o aminoacido serina (Figura 19, Tabela 24A- Apéndice),
confirma-se os sinais caracteristicos da molécula da bacarina, tais como, o dupleto em
6,1 ppm e 7,2 ppm referentes aos hidrogénios H8 e H7, respectivamente, 0s quais
acoplam em trans com J=15,2 Hz, o dupleto em & 6,6 do H5, o tripleto dos metilenos em
029ed27doH7" e H8”, respectivamente, e o simpleto das metilas da prenila em &
1,6 (H4’) e 51,5 (HY%’). Ja alguns sinais caracteristicos do aminoacido protegido da serina
sao representados pelo multipleto em 6,9 ppm (H18-H22) e simpleto em 4,9 ppm (H16),
referente ao metileno do grupo benzil, e um duplo-duplo-dupleto referente ao grupo CH:
(H23) em 3,8 ppm.
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Figura 18: Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H do acoplamento da
drupanina com o triptofano 15, em 300 MHz, CDCls.
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Posteriormente, os derivados do artepelin C 4-8 e da drupanina 14-18 foram
submetidos as reacdes de desprotecao por hidrélise basica (KOH 10%) para retirada do
grupo acetil, benzil e do grupo protetor Boc (terc-butdxicarbonilico). Apés hidrolise
promovida por base a solucdo foi neutralizada com HCI| 1M, sendo os derivados de
aminodacidos do artepelin 9-12, 39 e da drupanina 19-22, 40 obtidos com rendimentos
entre 63% e 97% (Esquema 9), (YASHIRO et al., 2015). Os produtos das reacdes foram

devidamente confirmados por analises de RMN 'H e 13C, e ESI-MS.

o R o
1 1
R N NJ}(OB” KOH R NH
H o § MeOH o
R2 R2 R3
OH
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14-18 19-22, 40
R3= V.V Ser 3 KA
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IS ek 8 A, R Y
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- r
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R%= OAc (jA jg 7 R= OH R3= 5 Phe
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n
8 3—
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Art C 39 (87%)
BocHN

Dru 40 (63%)

Esquema 9: Desprotecédo dos derivados de aminoacidos do artepelin C 9-12, 39 e
da drupanina 19-22, 40 por reacdes de hidrolise promovida por base.

Andlise por RMN de 'H da desprotecdo do derivado de artepelin C com a
fenilalanina 12 (Figura 20, Tabela 12A- Apéndice) confirma o produto desejado. Observa-
se gue o sinal referente aos hidrogénios do metileno do grupo protetor benzil (H16) em
5,2 ppm esta ausente (Figura 17), o que permite a melhor visualizacdo dos hidrogénios
H2 e H2” da prenila, os quais estavam se sobrepondo. Além disso, observou-se a

auséncia dos hidrogénios do anel aromatico do benzil (H18-H22) em 7.4 ppm e dos
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hidrogénios da metila do grupo acetila em 2.3 ppm (H4’”’), como foi observado no

derivado protegido representado na Figura 17.
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Figura 20: Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H do acoplamento do artepelin

C com a fenilalanina desprotegida 10, em 300 MHz, CDCls.

I
7.2

Observou-se que apesar dos derivados dos aminoacidos lisina e triptofano
possuirem 0 mesmo grupo protetor Boc, somente o derivado do triptofano foi hidrolisado
por base, uma vez que o nitrogénio do carbamato do triptofano esta envolvido na
ressonancia do anel indol, facilitando, assim, a hidrolise do éster e a formacdo da amina
aromatica. Dessa forma, os derivados do acoplamento da lisina com o artepelin C 39 e
da drupanina 40, foram submetidas a reacdo com TFA 50% em DMF para retirada do
grupo protetor Boc e formacdo da amina terminal alifatica (LAVRADO et al., 2011). Apoés
reacao, neutralizou-se a solucdo acida com KOH 2M, sendo a fase organica extraida
com CH2Cl2 para a obtengdo dos derivados do artepelin C 13 e da drupanina 23

desprotegidos da lisina (Esquema 10).
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Esquema 10. Desprotecdo do derivado do aminoacido lisina com artepelin C 13 e
drupanina 23 por reagdo em meio &cido.

As andlises de RMN H, Figuras 21 e 22, confirmam a auséncia do sinal do grupo
protetor Boc (simpleto em 1,6 ppm integrando para nove hidrogénios) para os dois
derivados da lisina 13 e 23, apos a reacdo com TFA/DCM. No entanto, ao contrario da
reacdo de hidrolise promovida por base, a reacdo com TFA originou muitas impurezas,
e apesar, dos produtos isolados por HPLC-DAD preparativo serem 0s majoritarios nos
cromatogramas, acredita-se que estes possam ser produtos indesejados da reacdo, uma
vez gque os sinais observados no espectro de RMN H demonstram a auséncia da dupla
ligacdo nos dois derivados e a presenca de uma metila no derivado 13. Os espectros dos
dois derivados da lisina 13 e 23 sdo bem semelhantes, podendo-se observar em ambos
o sinal tripleto em 2,8 dos hidrogénios H1'. Este sinal & de extrema importéncia, uma vez
gue se a estrutura estivesse com a ligacdo dupla na prenila, conforme ambos os
precursores, este sinal apareceria como um dupleto em 3,2 ppm. Além disso, no derivado
13, o qual possui duas prenilas, aparece com os sinais dos hidrogénios H1’ bem distintos,
sendo um deles um tripleto, conforme mencionado acima, e o outro um multipleto, o que
indica diferencas entre as duas prenilas. Além disso, observou-se pela integral em 1,3

ppm a presenca de uma metila, o que foi confirmado por analise de RMN *3C e ESI-MS.
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Figura 21: Estrutura numerada e espectro de RMN de *H do acoplamento do artepelin
C com a lisina desprotegida 13, em 500 MHz, MeODa.
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Figura 22: Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H do acoplamento da drupanina
com a lisina desprotegida 23, em 500 MHz, MeODa.
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Avaliacao Bioldgica dos Derivados de Produtos
Naturais

4.3. Avaliacdo biolégica dos derivados de artepelin C, drupanina e
bacarina

4.3.1. Avaliacao da atividade antitumoral

Todos os derivados e os trés precursores naturais foram avaliados frente as
linhagens de cancer de mama, MDA-MB-231 (sem receptor para estrégeno) e MCF-7
(com receptor de estrégeno), e de cancer de préstata hormdnio independentes, PC-3 e
DU-145, usando como comparacédo as linhagens normais de mama, MCF-10A, e de
préostata, PNT-2. A cisplatina, droga quimioterapica usada no tratamento do cancer, foi
utilizado como o controle positivo nos ensaios in vitro.

Baseado nos ensaios citotéxicos frente as quatro linhagens de cancer de mama
e de prostata, observa-se que os derivados sintetizados demonstraram, no geral, uma
atividade mais promissora frente a linhagem de cancer de mama horménio dependente,
MCF-7. Além disso, nota-se que dentre os derivados testados frente as células MCF-7,
dez deles apresentaram melhores atividades antitumorais quando comparados aos seus
precursores naturais artepelin C, drupanina e bacarina.

Comparando-se as duas séries sintetizadas, os derivados de aminoécidos (4-28)
demonstraram ser mais capazes de inibir as linhagens tumorais testadas do que os
dimeros triazolico sintetizados (1-3). Observou-se que a maioria dos dimeros nao
apresentaram citotoxicidade frente as linhagens ndo tumorais e também nao tiveram
inibicao significativa frente as quatro linhagens de carcinoma, apresentando na maioria,
valores de ICsp superiores a 200 pM.

Sete derivados dos produtos naturais (4, 14, 16, 17, 18, 24 e 26) destacaram-se
frente aos demais derivados, com valores de concentracdo inibitéria de 50% em
linhagens de carcinoma (ICsp) variando entre 9,6 a 46,5 puM, o que demonstra excelente
atividade antitumoral frente as linhagens testadas de céncer de mama quando
comparado aos seus precursores naturais, Tabela 8. O derivado da drupanina 18,
apresentou a melhor atividade antiproliferativa com um valor de ICso de 9,6 + 3,2 uM
frente a linhagem de mama horménio dependente MCF-7. Os compostos 4 e 24,

derivados do artepelin C e da bacarina, também apresentaram bons valores de
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citotoxicidade frente as células MCF-7, com valores de ICso de 15,4 + 0,5 yM e 18,4 £
1,2 M, respectivamente.

Para cada derivado, além do célculo de ICso, 0 indice de seletividade (SI)
também foi calculado a partir da divisdo entre a concentracdo citotoxica de 50% em
linhagens nédo tumorais (CCso) de mama (MCF-10A) e de prostata (PNT-2) e os valores
de ICso das linhagens de cancer de mama e de préstata, respectivamente. O Calculo do
Sl sugere que os compostos com valores acima de dois sdo mais seletivos frente as
linhagens de carcinoma, com menor toxicidade frente as células ndo tumorais e maior
potencial para posterior desenvolvimento de farmacos (DESAI; DESAI; SHINGADE,
2019). Assim, o derivado 18 além de apresentar o menor valor de ICso (9,6 = 3,2 uM)
também obteve o maior valor de Sl (SI=5,5), confirmando a excelente atividade frente as
células MCF-7.

Todos os demais derivados com 6timos valores de ICso (4, 14, 16, 17, 24 e 26)
também tiveram valores de Sl acima de dois, confirmando o potencial antitumoral frente
as células MCF-7. O segundo maior valor de Sl (SI=4,8) foi do composto 17, derivado da
drupanina, o qual apresentou ICso de 35,4 + 0,1.

Além disso, a partir dos resultados in vitro observa-se que a sequéncia mais
promissora, com melhores valores de ICso e Sl, pertence aos derivados do produto
natural drupanina. Por outro lado, outros derivados como os compostos 4 e 26, derivados
do artepelin C e bacarina, respectivamente, também demonstraram uma excelente
atividade antiproliferativa.

Todos os trinta derivados obtidos também foram testados frente as linhagens de
carcinoma de proéstata, e, apesar dos bons valores de ICso observados, variando entre
25,4 a 38,3 uM, os valores de Sl da maioria dos compostos ndo ultrapassaram o valor
de dois, demonstrando citotoxidade tanto frente as linhagens ndo tumorais quanto
tumorais, Tabela 9.

Importante reforcar que o0s resultados in vitro mostraram atividade
antiproliferativa principalmente frente as linhagens horménio-dependentes com
receptores de estrogénio, o que pode sugerir uma possivel acdo seletiva desses
derivados, os quais podem estar atuando na via de producédo de horménios esteroides,
conforme reportado na literatura para os precursores naturais artepelin C, drupanina e
bacarina (ENDO et al., 2012).
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Tabela 8. Concentragdo inibitéria de 50% em linhagens de carcinoma (ICso),
concentracdo citotoxica de 50% em linhagens n&do tumorais (CCso) e indice de
seletividade (SI) determinados pelo tratamento das linhagens de carcinoma e normais
com os derivados do artepelin C, drupanina e bacarina.

Linhagem néo

Linh n rcinoma de mama .
agens de carcino tumorais de mama

Substancias MCF-7 MDA-MB231 MCF-10A
ICs0 SI ICso SI CCso
artepelin C 162,30 £ 34,9 >1,23 172,65+ 10,1 >1,16 >200
bacarina 127,60 + 48,8 0,97 136,90 £ 12,7 0,91 124,65 + 15,8
drupanina >200 nd >200 nd >200
1 >200 nd 187,40+ 0,1 >1,07 >200
2 >200 nd >200 nd >200
3 >200 nd >200 nd >200
4 18,37 +£1,2 3,23 41,01 £4,3 1,45 59,35+ 1,5
5 104,05+ 14,9 >1,92 146,20 £ 29,1 >1,37 >200
6 87,07 £ 30,0 1,99 102,65 + 2,6 1,69 173,40 + 20,4
7 >200 nd 135,75+1,2 >1,37 >200
8 >200 nd 167,40 + 28,3 >1,19 >200
9 >200 nd >200 nd >200
10 78,38+0,4 2,00 126,15+5,4 1,24 156,70 £ 8,8
11 >200 nd 180,00 £ 3,4 nd >200
12 >200 nd >200 nd >200
13 >200 nd >200 nd >200
14 38,68 + 20,5 3,47 91,92 +8,2 1,46 134,40 + 24,7
15 >200 nd >200 nd >200
16 26,31+6,9 2,67 59,11 £+ 275 1,19 70,39 £ 30,9
17 35,36+0,1 4,84 129,60 + 11,9 1,32 171,35+ 21,8
18 9,58 + 3,2 5,45 80,62 + 22,6 0,65 52,24 + 15,6
19 >200 nd >200 nd >200
20 >200 nd 175,65 + 27,6 >1,42 >200
21 >200 nd >200 nd >200
22 >200 nd >200 nd >200
23 >200 nd >200 nd >200
24 46,53 £ 16,5 2,42 60,53+ 0,6 1,86 112,55 + 3,6
25 >200 nd >200 nd >200
26 15,36 £ 0,5 2,96 47,11 £ 4,7 0,96 4539+24
27 >200 nd 160,05 + 13,6 1,13 180,30 + 3,9
28 >200 nd 153,15+ 22,6 nd >200
Cisplatina 85,91 +6,8 - 6,26 +0,7 - 35,20+2,8

*As linhas celulares indicadas foram tratadas com concentra¢des crescentes (1,56-200 uM) de cada
composto por 72 h. A viabilidade celular foi determinada usando o ensaio MTT, sendo o controle positivo
a cisplatina. nd: valores nédo determinados. Sl: CCso/ICso. Os valores séo expressos como a média * desvio
padrdo de experimentos duplicados em dias alternados; MCF-7 e MDA-MB231: adenocarcinoma de
mama; MCF-10A: epitelial de mama (linha celular ndo tumoral).
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Tabela 9. Concentracdo inibitéria de 50% em linhagens de carcinoma (ICso),
concentracdo citotoxica de 50% em linhagens ndo tumorais (CCso) e indice de
seletividade (Sl) determinados pelo tratamento das linhagens de carcinoma e normais
com os derivados do artepelin C, drupanina e bacarina.

Linhagem néo

Linhagens de carcinoma de prostata . .
tumorais de préstata

Substancias PC-3 DU-145 PNT-2
ICs0 sl ICs0 sl CCso
artepelin C  178,90+11,0 1,05  17895+11,8 1,05 187,55 + 11,7
bacarina  112,90+1,3  >1,77  12530%24  >1,60 >200
drupanina >200 nd >200 nd >200
1 >200 nd >200 nd >200
2 >200 nd >200 nd >200
3 >200 nd >200 nd >200
4 58,22+10,9 1,15 35,83+5,8 1,87 67,14 10,9
5 >200 nd 138,95+1,1  >1,44 >200
6 >200 nd >200 nd >200
7 >200 nd >200 nd >200
8 >200 nd >200 nd >200
9 >200 nd >200 nd >200
10 104,02+6,3 1,28  129,30+181 1,03 132,75+ 11,5
11 >200 nd >200 nd >200
12 >200 nd 197,55+4,7  >1,01 >200
13 >200 nd >200 nd >200
14 67,22 + 3,0 1,61 81,09 + 31,6 1,34 108,35 + 10,7
15 >200 nd >200 nd >200
16 25,39+7,8 3,53 51,32 + 27,4 1,74 89,53 17,9
17 111,85+19 1,29  109,58+253 1,31 144,00 + 2,3
18 33,97+127 1,07 47,32 +11,3 0,77 36,29 +0,7
19 >200 nd >200 nd >200
20 >200 nd >200 nd >200
21 >200 nd >200 nd >200
22 >200 nd >200 nd >200
23 >200 nd >200 nd >200
24 51,96 +14,2 1,36 40,25 + 11,6 1,76 70,87 £ 15,6
25 >200 nd 184,80 £0,0  >1,08 >200
26 38,33+1,6 1,00 41,92 +2,2 0,92 38,63 + 3,2
27 >200 nd 195,00 £4,7  >1,03 >200
28 >200 nd 159,30 £6,1  >1,26 >200
Cisplatina 28,46 + 4,8 1,10 4,64+0,4 - 30,58 +1,8

*As linhas celulares indicadas foram tratadas com concentra¢des crescentes (1,56-200 uM) de cada
composto por 72 h. A viabilidade celular foi determinada usando o ensaio MTT, sendo o controle positivo
a cisplatina. nd: valores ndo determinados. Sl: CCso/ICso. Os valores séo expressos como a média * desvio
padrdo de experimentos duplicados em dias alternados; PC-3 e DU-145: adenocarcinoma de proéstata;
PNT-2: epitelial de prostata (linha celular ndo tumoral).
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4.3.2. Avaliacdo da atividade antiparasitaria

Alguns dos derivados semissintéticos do artepelin C, bacarina e da drupanina
obtidos em maior quantidade foram testadas frente ao Trypanosona cruzi na forma
amastigota intracelular, juntamente com a avaliacéo citotoxica na célula hospedeira de
mamifero LLC-MK2.

Os resultados indicaram que a maioria dos compostos nao apresentou inibicéo
significativa frente as formas amastigotas de T.cruzi. Os compostos 4 e 6, derivado do
acoplamento entre artepelin C com os aminoacidos serina e treonina, respectivamente,
foram os Unicos que tiveram indices de seletividade (SI) acima de dois, no entanto, a
literatura recomenda Sl acima de dez para ensaios com T.cruzi (CHATELAIN, 2015),
indicando que os derivados testados néo tiveram citotoxicidade elevada frente as formas
amastigotas testadas, tabela 10.

Tabela 10: Inibicdo das formas amastigotas de T. cruzi e citotoxicidade sobre as
células de mamiferos LLC-MK2 dos precursores e derivados sintetizados.

Substancias CCso (LM) ICso (LM) SI
artepelin C 172.6 >200 ND
bacarina >200 >200 ND
drupanina >200 >200 ND
2 >200 >200 ND
4 104.0 29.07 3.6
5 >200 >200 ND
6 >200 73.98 >2.7
7 >200 >200 ND
8 >200 >200 ND
9 >200 >200 ND
10 90.44 145.3 0.62
11 >200 >200 ND
12 89.78 169.7 0.53
14 >200 >200 ND
15 >200 >200 ND
16 >200 >200 ND
17 >200 >200 ND
18 >200 >200 ND
19 >200 >200 ND
21 >200 >200 ND
22 >200 >200 ND
24 126.2 112.8 1.12
25 >200 >200 ND
26 113.3 82.91 1.37
27 >200 >200 ND
28 >200 >200 ND
BZ >200 6.5 >30.8

ICs0 - concentracao inibitoria de 50% das formas amastigotas (cepa Tulahuen); CCso — concentracao
citotoxica de 50% das células de mamiferos LLC-MK2; SI, indice de seletividade representado pela
raz&o de CCso pelo ICso; BZ: Benznidazol; ND: ndo determinado.
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4.3.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Todos os derivados sintetizados foram avaliados quanto a atividade de inibicao
do crescimento bacteriano tanto de bactéria gram-negativa (Escherichia coli) quanto
gram-positiva (Staphylococcus aureus). Os resultados indicaram nao haver inibicdo

significativa frente as duas bactérias testadas dos derivados sintetizados.

Tabela 11. Avaliacdo antimicrobiana dos precursores e dos derivados
sintetizados.

1Cso (UM)
Substancias S. aureus E. Coli
CIM/CBM CIM/CBM
artepelin C >100 >100
bacarina >100 >100
drupanina >100 >100
1 >100 >100
2 100/>100 >100
3 >100 >100
4 >100 >100
5 >100 >100
6 >100 >100
7 >100 >100
8 >100 >100
9 >100 >100
10 >100 >100
11 >100 >100
12 100/100 >100
13 >100 >100
14 >100 >100
15 >100 >100
16 >100 >100
17 >100 >100
18 >100 >100
19 >100 >100
20 >100 >100
21 >100 >100
22 >100 >100
23 >100 >100
24 >100 >100
25 >100 >100
26 >100 >100
27 >100 >100
28 >100 >100
Penicilina 0,1844/2,95 -
Estreptomicina - 2,95/>5,9

* Os micro-organismos foram tratados com concentracées crescentes (0,049-100 pg/ml) de
cada composto por 24 h. Os controles positivos foram usados nas concentracdes crescentes
(0,0115-5,9 pg/ml), sendo a penicilina usada para Staphylococcus aureus (ATCC 43300) e a
estreptomicina para Escherichia coli (ATCC 25922).
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Estudos in silicio dos Derivados de Produtos
Naturais

4.4. Analises in silico dos derivados de artepelin C, drupanina e bacarina

Os estudos in silico foram conduzidos com o objetivo de elucidar o mecanismo
de acdo mais provavel pelo qual os compostos sintetizados poderiam estar apresentando
suas atividades inibitorias nos ensaios com as linhagens celulares de cancer de mama.
Mais especificamente, nosso principal objetivo in silico foi investigar a afinidade de
ligacado e as interacdes dos derivados por meio de investigacdes de docking na tentativa
de racionalizar as relacdes estrutura-atividade.

Desta forma, foi considerado um conjunto de 26 compostos (tabela 8) e os
respectivos valores de ICso medidos em células tumorais de mama MCF-7. Desse
conjunto, vale destacar que trés deles (artepelin C, drupanina e bacarina) sdo compostos
de referéncia; além disso, quando mencionado, classificou-se os 26 compostos de
acordo com as atividades binarias (1 para ativo ou 0 para inativo), considerando o limiar
de ICso = 200 pM, assim, do total, o conjunto foi classificado em 12 compostos ativos e
14 inativos. Vale enfatizar que, para a analise computacional, selecionou-se apenas 0s
compostos derivados do acoplamento com os aminoacidos (4-12, 14-22 e 24-28), uma
vez que os dimeros triazolico (1-3), além de ndo apresentarem atividade antitumoral nos
estudos in vitro, estruturalmente eram bem distintos dos demais compostos.

Deve-se notar que é reportado na literatura a existéncia de uma afinidade
consideravel da bacarina pelo alvo AKR1C3 (ENDO et al., 2012). Assim, assumiu-se
essa hipotese, ou seja, que 0s compostos, provavelmente, atuariam pela inibicdo desse
alvo, visto que ha similaridade estrutural compartilhada. Assim, realizou-se uma analise
preliminar de predicdo de alvos (‘target fishing’) para alguns dos compostos selecionados
do conjunto usado no estudo in silico.

Primeiramente, foi construido um modelo de similaridade (RDKit 2D fingerprint)
para classificar os 26 compostos, diferenciando aqueles que eram razoavelmente
semelhantes a bacarina. Os valores de similaridade obtidos variaram de 0,38 a 0,67.
Para estabelecer uma nota de corte confiavel para distingdo dos compostos, utilizaram-
se esses valores de similaridade juntamente com as atividades binarias de cada

composto para gerar uma curva ROC, assim verificando se esse modelo de similaridade
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seria capaz de discriminar ativos/inativos de forma razoavel. O valor de AUC desta curva
ROC foi igual a 0,701 e forneceu uma nota de corte ideal de 0,52, ou seja, indicando que
52% de similaridade deveria discriminar apropriadamente os compostos de acordo com
este modelo utilizado (Figura 23). Desta forma, os compostos mais similares a bacarina

foram divididos como mostrado na tabela 12.
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Figura 23. Curva ROC gerada, com AUC = 0,701, para conjunto de dados de 26
compostos e valores de similaridade correspondentes (modelo RDKit 2D
fingerprint) e atividades binarias experimentais.
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Tabela 12. Divisdo/selecdo de compostos do conjunto de dados de 26 derivados
sintetizados e aqueles mais similares a bacarina, de acordo com o modelo de

RDKit 2D fingerprint desenvolvido, usando a nota de corte de 52%.

Derivados Similaridade

Atividade
Binaria®

25

11

10

15
19
21
20

5

0,51

0,43

0,45
0,49
0,43

0,41
0,50
0,46
0,43

0,41

[eNeoNoNo)

1

(a) atividades binarias (1 ativo, 0 inativo) para valores experimentais de ICso de linhagens tumorais
de mama MCF-7, considerando o limite de ICso < 200 uM.
* 16 compostos em verde (valores de similaridade = 52%) foram selecionados para o protocolo

de docking utilizando-se restricdes.

art: artepelin, bac: bacarina, dru: drupanina.

Em seguida, realizou-se a predicdo de alvos usando o webserver PPB

(http://gdbtools.unibe.ch:8080/PPB/index.html) para alguns dos compostos mais

representativos do conjunto de dados, em vista de suas atividades em MCF-7, bem como

suas similaridades com a bacarina, tabela 13. Deste modo, foi observado que a bacarina

apresentou uma predicao preferencial para o alvo AKR1C3 (classificado em 1° posi¢éo),

juntamente com uma classificacéo razoavel (35° posicao) para MCF-7. Esta preferéncia

de predicéo de alvos parece ter sido mantida para os derivados de forma coerente, de

acordo com as suas atividades e similaridade com a bacarina. Por exemplo, o0 composto

24, o mais similar e ativo, foi classificado na 142 posi¢cao para AKR1C3 e na 62 posi¢cao

para MCF-7, enquanto que o composto 20, o mais dissimilar e inativo, ndo apresentou

classificacdo disponivel para ambos os alvos. Vale notar que nenhum outro alvo
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relacionado ao MCF-7/cancer foi predito e classificado como preferencial em contraste a

enzima AKR1C3. Portanto, esta andlise preliminar de predicdo de alvo, além dos dados

relatados na literatura, nos permitiu realizar investigacdes iniciais de docking com a

suposicao de que nossos compostos provavelmente devem estar atuando na inibicdo da
enzima AKR1C3.

Tabela 13: Dados de predicéo de alvo obtidos a partir do site PPB para 0s sete compostos
selecionados, considerando valores de atividade (ICso em pM dos ensaios com MCF-7) e
similaridade* com a bacarina.

ICs0

AKR13C (CHEMBL46811)

MCF7 (CHEMBL387%)

Derivados Posicéo Principal Posicéo Principal Comentarios
(HM) no #molecula? descritor no #molecula? descritor
MCF-7  Ranking ffingerprint® Ranking [fingerprint®
Molécula idéntica
bac 127,02 1 29 ao do banco de 35 1 MQN (0,232) Bacarina
dados
1 box (p-value mais similar4
24 46,53 14 20 entre 0,01 to 0) 6 3 ECfp4 (0,684) e ativo
1 box (p-value mais similar4
27 >200 28 19 entre 0,01 to 0) 94 1 SMilfp (0,849) e inativo
mais
5 104,05 na na na 30 1 MQN (1,0) diferenter* e
ativo
Mais
20 >200 na na na na na na diferente* e
inativo
18 9,58 31 1 ECfp4 (0,648) 12 1 Ffp3 (0,73) mais ativo
Molécula idéntica
art 162,30 1 1 ao do banco de na na na mais inativo

dados

"1Ds dos alvos correspondentes no banco de dados ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/).
2Numero de moléculas encontradas/usadas como referéncia no banco de dados ChEMBL para aplicar
a abordagem baseada em ligante e classificar os respectivos alvos

3Diferentes fingerprints independentes e/ou combinados que apresentaram os valores de pontuagéo
mais relevantes para cada predicdo de  destino. Mais  detalhes no  site:
http://gdbtools.unibe.ch:8080/PPB/basics.html.

4 Similaridades com a bacarina conforme modelo RDKit 2D fingerprint desenvolvido.

art: artepelin, bac: bacarina.

4.4.1. Estudos de docking com a enzima AKR1C3

As simulacdes de docking foram conduzidas com vista a obtencédo das melhores

poses e modos de ligacdo para o conjunto de compostos/derivados frente a enzima

AKR1C3. Desta forma, propds-se o uso de dois diferentes protocolos de docking (com e

sem restricbes — conforme detalhado no topico 3.4.3.). E importante enfatizar que o

protocolo de docking ‘com’ restrigcdes foi desenvolvido com base na literatura (ENDO et

al.

, 2012). Isso foi permitido apds notar que os estudos de mutagénese dirigida sugeriram

gue os residuos ndo conservados Serll8, Metl20 e Phe31ll em AKR1C3 eram

importantes para determinar a poténcia inibitoria, bem como a seletividade da bacarina.
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Considerou-se, ademais, que parte dos derivados aqui avaliados consistem em analogos
da bacarina, que compartilham alta (ou baixa) similaridade estrutural com este composto
de referéncia.

Assim, utilizou-se o0 modelo de similaridade mencionado anteriormente (RDKit
2D fingerprint) para diferenciar compostos que sédo razoavelmente similares a bacarina
e, assim, permitir ou ndo o uso do protocolo de docking ‘com’ restricdes. Ressalta-se que
tal classificagéo independe de suas atividades binarias. Desta forma, usou-se o protocolo
de docking com restricdo para os 16 compostos (tabela 12) mais similares a bacarina, e
os demais foram dockados usando o protocolo sem restricao.

Ambos os protocolos de docking foram desenvolvidos usando o software Glide
e ambos foram submetidos ao procedimento de redocking, ou seja, para validar a
capacidade de cada um reproduzir a pose cristalogréfica (em termos de conformacao +
orientacéo) do ligante nativo dentro do sitio de ligagdo da proteina. Os resultados estédo
apresentados nas Figuras 24 e 25, onde pode-se observar uma convergéncia adequada
das poses obtidas por meio dos dois protocolos. Mais especificamente, as poses mais
bem classificadas obtidas usando o protocolo ‘com’ e ‘sem’ restricbes exibiram valores

de RMSD de 0,63 e 0,56 A, respectivamente, em acordo com o que se espera de um

procedimento geral de validacéo por redocking (COLE et al., 2005; HEVENER et al.,
2009).

4 ' / Tyr

g Tyrs Sl * ) ( & N 8 ‘

(4 \ 4 y — < ‘ (
RMSD = 0.63 A Y Tyr24 ‘_/___ %sp 7885 kCM; 4 S\‘, A
Figura 24. Resultados obtidos usando o protocolo de docking ‘com’ restricdes,
desenvolvido no Glide. Em (a), redocking do ligante nativo FLF no sitio da AKR13C
(1S2C.pdb), onde a pose cristalografica original é representada em rosa e a melhor pose
de docking obtida em salmé&o. Em (b), a pose de docking da bacarina (em azul claro) obtida

‘com’ restrigdo. Ambas as imagens foram preparadas usando o software Pymol.
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Figura 25. Resultados obtidos usando o protocolo de docking ‘sem’ restricoes,
desenvolvido em Glide. Em (a), redocking do ligante nativo FLF dentro de AKR13C
(1S2C.pdb), onde a pose cristalografica original é representada em rosa e a melhor pose
de docking obtida em amarelo. Em (b), a pose de docking da bacarina (em azul claro)
obtida ‘sem’ restricdo. Ambas as imagens foram preparadas usando o software Pymol.

A fim de fornecer uma distin¢ao visual entre os dois protocolos de docking, pode-
se visualizar a partir das figuras 24 e 25 as poses de docking da bacarina e as respectivas
interacbes com residuos de aminoacidos importantes no sitio ativo da AKR1C3. Foi
possivel notar que a melhor pose obtida para a bacarina com o protocolo de docking
‘sem’ restricdo apresenta-se invertida - apenas estabelecendo interagbes de ligacéo de
hidrogénio com Tyr55, além de empilhamento pi-pi com Trp227 -, ndo concordando com
os estudos de mutagénese dirigida descritos na literatura (ENDO et al., 2012). Por outro
lado, a pose de docking da bacarina obtida por meio do protocolo ‘com’ restrigao,
conforme a literatura, demonstra o estabelecimento de possiveis interacdes mais fortes
- ligagao de hidrogénio com Ser118 e Tyr55 e empilhamento pi-pi com Phe306 e His117.
Além disso, os correspondentes valores de score Glide SP sao apresentados e
corroboram tais interagdes.

As poses de docking dos compostos mais ativos do conjunto de dados, compostos
26 e 18 (Figura 26), apresentaram valores de score compativeis bem como interagdes
fortes e coerentes dentro do sitio ativo da AKR1C3, igualmente aos observados para a
bacarina. O composto 18 apresentou duas interagcdes de ligacao de hidrogénio, uma via
aceitacdo do OH de Tyr 55 por um grupo éster carbonilico, e outra via OH da Ser118 com
o carbamato C=0; além de trés interagdes de empilhamento pi-pi, uma com Trp227 e
outra de seu anel aromatico terminal estabilizado por duas interacbes com Phe306 e
Trp24. Além disso, o composto 26, que € um composto maior, foi capaz de se acomodar

aparentemente bem no sitio, apresentando trés interagbes de ligagbes de hidrogénio
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com Ser118, Tyr55 e GIn222, e trés interagdes de empilhamento pi-pi com His117,
Phe311 e Trp86.

=

GlideSP = 714 ke

(<)

P | | & B 52 .
N-rntnp LKP o
SlideSP=211, / = . 2
GlideSP=-11.10 keal/mol | v P gy ‘\ < B

=

Figura 26. (a, c) Representacdo 3D das poses de docking dos compostos 18 e 26,
respectivamente, e as intera¢des correspondentes na enzima AKR1C3 (1S2C.pdb); as
ligacdes de hidrogénio sdo mostradas em amarelo, enquanto pi-pi s&o mostradas em
azul. As figuras foram preparadas usando o software Pymol (SCHRODINGER LLC.,
2010). (b, d) Diagrama de interacdo 2D dos compostos 18 e 26, respectivamente,
ligacOes de hidrogénio (em rosa) e interacdes pi-pi (em verde). As figuras foram
preparadas usando o software Maestro (SCHRODINGER, 2020).

Em adi¢ao, considerando as poses obtidas para todos os compostos da série em
estudo, bem como os respectivos valores de pontuagao-score GlideSP (tabela 14),
construiu-se uma curva ROC considerando as atividades binarias dos compostos (a
partir das medigdes experimentais), que proporcionou um valor de AUC de 0,720 (Figura
27). Isso indica, adicionalmente, que ha uma distingao/classificagdo razoavel das
atividades dos compostos em relagao a sua afinidade de ligagao com o sitio ativo da
enzima AKR1C3.
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Tabela 14. Valores de pontuacédo-score de docking obtidos para os derivados, usando o
software Glide e os respectivos protocolos de docking aplicados aos 5 alvos diferentes.

Pontuacédo de docking - Glide SP

Derivados 'C,\;’OC(F”'\?") Algivr:gﬁggs (kcal/mol)

AKR1C3 BET GRP78 MDM2 mTOR

art 162,30 1 -7,355 -7,122 -7,200 -4,353 -5,741
6 87,07 1 2,558 -8,22 -10,161 -7,306 -8,579
8 >200 0 -6,936 -9,156 -11,487 -5,555 -7,486

7 >200 0 12,811 -5,646 -11,194 -7,631 -8,56
bac 127,02 1 -8,847 -8,867 -9,081 -7,048 -7,467
24 46,53 1 -5,463 -8,336 -8,511 -4,531 -6,967
25 >200 0 -10,062 -11,135 -11,221 -6,321 -8,807
27 >200 0 6,366 -8,529 -9,585 -6,509 -8,738
28 >200 0 16,545 -8,15 -9,118 -8,969 -8,217

26 15,36 1 -11,108 -9,35 -10,135 -5,529 -7,37
dru >200 0 -7,09 -7,117 -6,613 -5,681 -8,357
12 >200 0 -3,34 -7,966 -8,817 -5,762 -8,238
11 >200 0 -7,961 -7,807 -9,655 -6,317 -6,906

9 >200 0 -8,289 -6,28 -9,227 -6,324  -7,46
10 78,38 1 -11,393 -6,169 -7,429 -5,547 -7,662
14 38,68 1 -7,391 -7,644 -10,697 -6,235 -8,015
18 9,58 1 -7,142 -9,377 -8,523 -6,697 -9,216
16 26,31 1 -11,445 -6,56 -8,807 -7,372 -8,389
17 35,36 1 -9,893 -8,767 -11,140 -7,329 -8,857
15 >200 0 -10,953 -5,55 -9,923 -6,854 -9,749
19 >200 0 -8,173 -7,668 -8,049 -5,8 -8,646
21 >200 0 -8,228 -8,056 -8,183 -5,794 -9,308
20 >200 0 -8,637 -8,441 -8,896 -6,475 -10,745
22 >200 0 -4,936 -9,07 -4,774 -6,26  -9,837
4 18,37 1 -9,205 -8,538 -9,712 -7,317 -8,288
5 104,05 1 -11,617 -7,239 -7525 -8,135 -7,582

art: artepelin, bac: bacarina, dru: drupanina.

4.4.2. Estudos de docking com outros alvos enzimaticos

Além do estudo de docking realizado para a AKR1C3, outros alvos enzimaticos
também foram avaliados frente aos 26 derivados sintetizados, a partir da avaliacdo da
habilidade de ancoramento (do inglés ‘dockability’) destes compostos frente a outras
enzimas consideradas alvos terapéuticos relevantes em células tumorais de cancer de
mama. Desta forma, comparamos o estudo prévio de docking usando a AKR1C3 (e
protocolos mistos) com estudos de docking usando outros 4 alvos conhecidos e
potencialmente relacionados ao cancer de mama.

Foram selecionados, portanto, importantes alvos enzimaticos relacionado a
terapia contra o cancer de mama para estes estudos adicionais de docking: BET
("Bromodomain and ExtraTerminal", envolvida na transcricdo de oncogenes (LI et al.,
2020)), GRP78 (“78-KDa glucose-regulated protein”, proteina transmembrana
considerada um marcador molecular para o cancer de mama (TSENG; ZHANG; LEE,
2019)), MDM2 (“Murine double minute 2 protein”, oncoproteinas multifuncionais que

promovem a invasao e metastase no cancer de mama (LU et al., 2016)) e a mTOR
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(“Mammalian target of rapamycin”, envolvida no controle transcricional e translacional do
cancer de mama (CARRAWAY; HIDALGO, 2004).).

A capacidade dos 26 compostos de se ancorar (‘docar’) com sucesso em tais alvos
foi avaliada reunindo as correspondentes poses e pontuagcdes GlideSP, e assim
plotando-os também em curvas ROC; de modo analogo ao procedimento executado para
a AKR1C3. Vale mencionar que cada protocolo de docking empregado usando o software
Glide foi previamente validado com sucesso via redocking, conforme mostrado na figura
28.

A comparagao entre o desempenho dos protocolos de docking com os diferentes
alvos enzimaticos foi feita em termos dos valores de AUC de cada curva ROC obtida. A
partir da figura 27 podemos observar os valores de AUC obtidos para os 4 alvos
enzimaticos selecionados, enfatizando-se que os valores de AUC foram menores do que
os observados para AKR1C3, possivelmente indicando uma maior afinidade dos

derivados sintetizados frente a enzima AKR1C3.
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Figura 27. Curvas ROC e respectivos valores de AUC obtidos para os alvos AKR1C3
(0,720 em azul), BET (0,560 em laranja), GRP78 (0,464 em verde), MDM2 (0,530 em
vermelho) e mTOR (0,304 em roxo), a partir dos resultados de pontuacao de docking e
atividades binérias dos derivados sintetizados.
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Sabe-se, todavia, que demais alvos enzimaticos poderiam ser oS responsaveis
pela inibicdo observada nos estudos in vitro frente a MCF-7 e que ha a necessidade de
se realizar ensaios enzimaticos especificos com a AKR1C3 para comprovar este modo
de acdo sugerida. Além disso, existem outros aspectos relacionados ao tamanho (por
exemplo, volume, forma e/ou conformacé&o) dos ligantes nativos para cada sitio ativo do
respectivo alvo - bem como a especificidade dos aminoacidos que os constituem, 0s
quais podem exercer papéis importantes quando em comparacdo com as caracteristicas
quimicas dos ligantes. De qualquer forma, neste estudo, foi executado estas simula¢des
adicionais de docking com outros 4 alvos enzimaticos que poderiam eventualmente
indicar uma maior afinidade frente aos derivados sintetizados. Como este nao foi o caso,
estes resultados devem indicar que, de fato, o sitio ativo considerado da AKR1C3

acomoda os 26 compostos derivados de bacarina de modo mais favoravel.

5\ -
/ { RMSD = 0.22 A
RMSD = 143 A
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Figura 28 Valldagao redocking de cada protocolo de docklng empregado no Glide para
as seguintes estruturas/alvos enzimaticos e respectivos ligantes nativos: (a) BET
(6P05.pdb), (b) GRP78 (3LDP.pdb), (c) MDM2 (4ERE.pdb), e (d) mTOR (4JT6.pdb). Os
respectivos valores RMSD sdo mostrados em cada figura. A pose original
(cristalogréfica) dos ligantes nativos é mostrada em rosa, enquanto as cores amarelo-
laranja representam suas poses mais bem pontuadas. As figuras foram preparadas
usando o software Maestro.
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5.0. Consideracoes Finais

A partir do extrato bruto da propolis verde e das folhas da B. dracunculifolia foi
possivel o isolamento de quantidades satisfatorias das substancias desejadas e
majoritarias, artepelin C, drupanina e bacarina.

Dois métodos cromatograficos foram utilizados para o isolamento das
substancias naturais, a CLV e 0 HSCCC. Ambos demonstraram ser eficientes para o
isolamento das trés substancias desejadas presentes no extrato bruto. No entanto,
atécnica CLV foi considerada mais adequada para os objetivos semissintéticos deste
projeto, uma vez que apesar de ser um método de separacdo mais lento, permite o
fracionamento de quantidades superiores de extrato bruto e, portanto, a obtencao de
guantidades superiores de produtos naturais quando comparada a HSCCC.

Uma vez isolados os produtos naturais, artepelin C, drupanina e bacarina,
iniciaram-se as semissinteses dos dimeros triazdlicos e dos derivados dos
aminoécidos (serina, triptofano, treonina, fenilalanina e lisina). Os dimeros triazolicos
foram obtidos com rendimentos entre 62% e 97% e as reac¢des de acoplamento com os
aminoacidos listados forneceram rendimento entre 40% e 97%.

No total, foram obtidos 28 derivados do artepelin C, drupanina e bacarina, sendo
uma série de substancias protegidas com os grupos benzil, acetil e Boc e outra série de
substancias desprotegidas. Todos 0s compostos sintetizados foram avaliados quanto a
atividade antiproliferativa, frente as linhagens de tumores de mama e de préstata, bem
como as atividades antimicrobiana e antiparasitaria.

No geral, as melhores atividades biolégicas obtidas foram frente a linhagem de
tumor de mama hormonio dependente MCF-7. Sete derivados (4, 14, 16, 17, 18, 24 e
26) exibiram bons valores de ICso0, 0s quais variaram de 9,6 a 46,5 uM, e valores de Sl
acima de dois, entre 2,4 a 5,5, indicando baixa toxicidade e alta seletividade frente as

linhagens de cancer de mama.



Rodrigues, D. M. Conclusio | 93
|

Os resultados in vitro demonstraram que o derivado da drupanina 18 forneceu a
melhor concentracao inibitéria de 50% em linhagens de carcinoma (ICso= 9,6 + 3,2 uM)
e indice de seletividade de 5,5 nos ensaios com MCF-7.

Além disso, as simula¢des de docking revelaram que o composto 18 apresentou
interacbes de docking coerentes, bem como fortes interacées dentro do sitio ativo da
AKR1C3, o qual pode ser um dos mecanismos provaveis pelo efeito citotoéxico observado
in vitro frente a linhagem de tumores de mama MCF-7. Portanto, no geral, este estudo
fornece uma base para o desenvolvimento de novos derivados de produtos naturais

como agentes anticancer.
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7.0. Apéndices

7.1. Espectros de RMN de *H e *3C dos derivados semissintéticos

Tabela 1A. Estrutura numerada e espectro de RMN de H e '3Cdo dimero triazélico
protegido do artepelin C 1, em 300 MHz, CDCls.

‘ H4l') -IS"‘
o

=
-
.

4395 -
3.62 -
13.99 -
7.87 -
4203 -
5.78 -
12.44«
11197

4171~
2.05
3.62
3.38
71155~
42.00 -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
.2 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2 3.0 28 26 24 22 20 18
f1 (ppm)

N
o
N
i
~N

Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-14 7,59 - S 2 123,2
H-7 7,52 15,2 d 2 141,0
H-6,2 7,18 - S 4 127,3
H-11 7,01 54 t 2 -
H-8 6,43 15,2 d 2 120,3

H-2’,2” 5,23 - m 4 121,3
H-12 4,66 54 d 4 35,1
H-18 4,39 6,2 t 4 47,1

H-1',1” 3,27 6,9 d 8 29,0
H-19 2,63 - m 2 30,3
H-4" 2,44 - S 6 20,6

H-4’.4” 1,89 - S 12 25,8

H-5',5" 1,83 - S 12 17,9
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Tabela 2A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e '3C do dimero triazélico
desprotegido do artepelin C 2, em 300 MHz, MeODa.

N N
\ 15 19
\/\/N /
H6, H2 (s) H12 (s)
7.12 4.54
H;f‘s(;) H;_ég) H:_ ‘fg) Hz',sgzl" (s) H;i ‘(‘t) H129l5(3m) H4', H4",1 H7§ H5" (d
I\ UL AU 7 M
| | | | | [ | L
‘ 7‘.8 7‘.6 7‘.4 7‘.2 7‘.0 6‘.8 6‘.4 6‘.0 5‘.6 ‘ 5‘.2 4‘.8 ‘ 4‘.4 4‘.0 3‘.6 3‘.2 2‘.8 ‘ 2‘.4 2‘.0 ‘ 1‘.6
f1 (ppm)

Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-14 7,87 - S 2 124,6

H-7 7,44 15,7 d 2 143,0

H-6,2 7,12 - S 4 128,1

H-8 6,40 15,7 d 2 117,8
H-2,2” 5,31 - m 4 123,3
H-12 4,54 - S 4 35,8

H-18 4,44 6,7 t 4 48,4
H-1',1” 3,31 - - - 29,5
H19 2,53 - m 2 31,5
H-4',4” 1,73 - dl 24 25,9
H-5',5" 1,73 - dl 24 17,9
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Tabela 3A. Estrutura numerada e espectro de RMN de *H e *3C do dimero triazélico da
bacarina 3, em 300 MHz, CDCls.

H6, H2, H2"-6"|
o
O R o < LS L ~ ég
7‘.2 7‘.0 6‘.8 f;.6 6;.4 6‘.2 (;.0 5‘.8 5‘.6 5‘.4 5‘.2 5‘.0 4‘.8 4‘.6 f“l“zppr?l)z 4‘.0 3‘.8 3‘.6 3‘.4 3‘.2 3‘.0 2‘.8 2‘.6 2‘.4 2‘.2 2‘.0 1‘.8 1‘.6 1‘.4
Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-14 7,21 - d 4 123,2
H-7 7,21 - d 4 140,1
H-6,2 6,93 - m 14 126,6
H-6"- 2" 6,93 - m 14 126,3, 128,5,
H-11 6,74 5,6 t 2 -
H-5 6,56 8,7 d 2 122,8
H-8 6,10 15,2 d 2 120,5
H-2’ 4,86 6,9 t 2 121,2
H-12 4,33 5,6 d 4 35,2
H-18 4,06 6,2 t 4 47,2
H-1’ 2,86 - m 8 28,7
H-7" 2,86 - m 8 31,0
H-8” 2,69 - m 4 35,9
H19 2,30 - m 2 30,3
H-4’ 1,54 - S 6 25,8
H-5’ 1,47 - S 6 18,0
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Tabela 4A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e *3C do derivado protegido
do artepelin C com a serina 4, em 300 MHz, CDCls.

@-HZZ ‘HS-HS‘
H1'- H1 [Ha] [ na]-[rae]

J

h &
o <
— IS

1S

1.10-
7 6.10~

5
S

=

5.31-

4 1.00-

4 4.0~

2.0
1 412

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 (4.6 )4.4 42 40 38 3.6 3.4 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 16
ppm

Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral stC
H-7 7,58 15,6 d 1 1419
H-18,22 7,34 - S 5 128,3, 128,8,
H-6,2 7,21 - S 2 127,4
H-11 6,73 7,3 d 1 -
H-8 6,41 15,6 d 1 119,6
H-16 5,20 - m 4 67,7
H-2",2” 5,20 - m 4 121,3
H-12 4,85 35,72 dt 1 55,2
H-23 4,01 3,5,11,2 qd 2 63,7
H-1,1" 3,18 7,2 d 4 29,0
H-4" 2,31 - S 3 20,6
H-4'.4” 1,76 - S 6 25,8
H-5',5" 1,69 - s 6 18,0
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Tabela 5A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e *3C do derivado protegido
do artepelin C com o triptofano 5, em 300 MHz, CDCls.

‘ H18-22 - H30 - H29 - H25 - H6 - HZ‘

[ 1] [1s"]

‘ H37 {138 - H39‘
B 1 [ehe]
) LI
& sm i S - s 5 Ja o
8‘.0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘.0 f (pp‘n"\.)s 4:0 3‘.5 3‘0 2‘5 2‘.0 1‘.5 1‘.0
Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 3tC
H-28 8.03 7.9 d 1 1154
H-7 7,48 15,6 d 1 141,7
H-31 7,41 7,7 d 1 119,2
H-18-22 7,19 - m 10 128,4, 128,8,
H-25, 29-30 7,19 - m 10 1247, 124,4,
H-6-2 7,19 - m 10 127,4
H-8 6,22 15,6 d 1 119,8
H-11 6,21 7,6 d 1 -
H-2',2" 5,08 - m 5 121,3
H-12,16 5,08 - m 5 53,0, 67,6
H-23 3,25 5,6 d 2 27,8
H-1,1" 3,10 7,2 d 4 28,9
H-4" 2,23 - s 3 20,6
H-4',4" 1,67 - s 6 25,9
H-5',5" 1,60 - s 6 18
H-37-39 1,55 - S 9 28,3
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Tabela 6A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e *3C do derivado protegido
do artepelin C com a treonina 6, em 300 MHz, CDCls.

19
17
/:on
21
(]
[ do2d ] to] [eghe] [
4 X % 8 g 2 3 % = 23 2
7‘.6 7‘.4 7‘.2 7‘.0 6‘.8 é.4 6‘.0 5‘.6 5‘.2 4‘.8 fl?‘.p‘:Jm) 4‘.0 3‘.6 3‘.2 2‘.8 2‘.4 2‘.0 1‘.6 1‘.2
Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 3tC
H-7 7,59 15.6 d 1 141.9
H-18,22 7,33 - S 5 128,4, 128,8,
H-6,2 7,21 - S 2 127,4
H-11 6,61 8,9 d 1 -
H-8 6,44 15,6 d 1 119,7
H-16 5,19 - m 4 67,6
H-2',2” 5,19 - m 4 121,3
H-12 4,80 2,3,89 dd 1 57,5
H-23 4,41 - m 1 68,5
H-1,1” 3,18 7,2 d 4 28,9
H-4” 2,31 - S 3 20,7
H-4',4” 1,73 - s 6 25,9
H-5',5" 1,68 - S 6 18,0
H-25 1,21 6,4 d 3 20,2
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Tabela 7A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e *3C do derivado protegido
do artepelin C com a fenilalanina 7, em 300 MHz, MeODa.

18
19
¥ 20
21
[IET
H11 H1'- H1" - H23 Ea ‘H‘l H4"‘
*[ewd] - o o T
'MJ&‘EL& ngg& 5 & JJ} JLL”JQ gL
7‘.6 7‘.4 7‘.2 7‘.0 6‘.8 6‘.6 6‘.4 61‘.2 E;.O 5‘.8 5‘.6 5‘.4 5‘.2 5‘.0 4‘.8 ff“&)pn‘?‘)“‘ 4‘.2 4‘.0 3‘.8 3‘.6 3‘.4 3‘.2 Z;.O 2‘.8 2‘.6 2‘.4 2‘.2 2‘.0 1‘.8 1‘.6 1‘.4
Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,56 15,6 d 1 1415
H-18,22 7,35 - m 5 128,6, 128,7,
H-25,29 7,22 - m 5 1271, 127,3,
H-6,2 7,01 - m 2 129,5
H-8 6,30 15,6 d 1 119,8
H-11 6,10 7,7 d 1 -
H-16 521 - m 4 67,4
H-2.2” 5,21 - m 4 121,3
H-12 5,08 - m 1 53,4
H-23 3,21 - m 6 38,0
H-1",1" 3,21 - m 6 28,9
H-4" 2,34 - S 3 20,6
H-4’.4” 1,74 - S 6 25,8
H-5",5" 1,68 - S 6 17,9
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Tabela 8A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e *3C do derivado protegido

do artepelin C com a lisina 8, em 300 MHz, CDCls.

[ o] [za-ra
o . a o 33 312}0’i0 o a F 4H32—F433->—H‘34‘
34
32
S 7~ | | | | (I | N S
SIR 2 2 g 2] 2 2]% &7
‘ 7‘.6‘ 7‘.4‘ 7‘.2‘ 7‘.0‘ 6‘.8‘ ‘ 6‘.4‘ ‘ 6‘.0‘ ‘ 5‘.6‘ ‘ 5‘.2‘ 4‘.8‘ ‘ f‘f.‘(‘ppm) 4‘.0 3‘.6‘ ‘ 3‘.2‘ ‘ 2.8‘ 24 . 2‘.0‘ i 1‘.6‘ . 1‘.2
Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 813C
H-7 7,56 15,6 d 1 141.5
H-18-22 7,34 - m 5 128,5, 128,8,
H-6,2 7,20 - S 2 127,3
H-8 6,38 15,6 m 2 120,0
H-11 6,38 - m 2 -
H-16 5,20 - m 4 67,3
H-2",2" 5,20 - m 4 121,4
H-12 4,76 7,3,12,3 dd 1 52,4
H-27 4,58 - sl 1 -
H-1",1" 3,18 7,2 d 4 29,0
H26 3,05 5,9 di 2 40,1
H-4” 2,31 - S 3 20,6
H23 1,92 - m 2 32,3
H-4’.4” 1,74 - S 6 25,8
H-5",5” 1,68 - S 6 18,0
H32-34 1,42 - S 9 28,6
H24,25 1,26 - m 4 22,4, 29,8
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Tabela 9A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido do artepelin C com a serina 9, em 300 MHz, CDCls.

H5', HS[', H4",H4
| | | | | | | | | <+
28 5 g 3 2 g 7 5 S
7‘.6 7‘.4 7‘.2 7‘.0 E;.S 6‘.6 6‘.4 6‘.2 6‘.0 5‘.8 5‘.6 5‘.4 5‘.2 5‘.0 4‘.8 ?‘1.6( 4“; 4‘.2 4‘.0 3‘.8 3‘.6 3‘.4 3‘.2 3‘.0 2‘.8 2‘.6 2‘.4 2‘.2 2‘.0 1‘.8 1‘.6 1‘.4
ppm
Hidrogénio 3H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral s3tC
H-7 7,49 155 d 1 143.1
H-11 7,30 7,3 d 1 -
H-6,2 7,06 - S 2 128,1
H-8 6,38 15,5 d 1 116,4
H-2',2” 521 6,6 t 2 121,6
H-12 4,72 - m 1 55,0
H-23A 4,08 8,9 d 1 62,7
H-23B 3,90 9,1 d 1 62,7
H-1,1" 3,22 6,8 d 4 29,5
H-4',4" 1,70 - m 12 25,7
H-5,5" 1,70 - m 12 17,8
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Tabela 10A: Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido do artepelin C com o triptofano 10, em 300 MHz, CDCls.

H31 (d)
7.23
3(7.99)
H7 (d) H11 (d) H12 (dd) H1', H1" (d)
7.43 6.19 4.98 3.22
J(15.61) 1(7.54) 1(5.23, 12.64) 1(6.94)
H25, H29-30, H6-2 (m H8 (d) H2', H2" (1) H23 (m) H5', H5")[H4', H4" (d
04 6.06 5.19 3.32 .68
- J(15.54) 3(7.13) > 1(3.40)
e H = — — — HH
H28 (d)
7.50
3(7.83)
O ! Lo o I &
N O — < o o (o) n T < <
N < N < - @« Q ~
o wn o o i — T i
T T T T T

T T T T T T T T T
.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14

T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3

f1 (ppm)

Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-28 7,50 7,8 d 1 118,6
H-7 7,43 15,6 d 1 142,7
H-31 7,23 7,9 d 1 111,3

H-25, H29-30 7,04 - m 5 123,4,122,2,
H-6,2 7,04 - m 5 127,9
H-11 6,19 7,5 d 1 -
H-8 6,06 15,5 d 1 116,7

H-2’,2” 5,19 7,1 t 2 1215
H-12 4,98 5,3,12,6 dd 1 53,7
H-23 3,32 - m 2 28,2

H-1',1” 3,22 6,9 d 4 29,5

H-4’.4” 1,68 - dl 12 25,8

H-5',5" 1,68 - dl 12 17,9
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Tabela 11A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido do artepelin C com a treonina 11, em 300 MHz, CDCls.

| | | | | | | ,.L |
76 7.4 7.2 7‘.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4‘.6 ‘ 4.2 3.8 3.4 ‘ 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0
f1 (ppm)
Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,46 15,5 d 1 143,5
H-6,2 7,03 - m 3 128,0
H-11 7,03 - m 3 -
H-8 6,34 15,5 d 1 116,8
H-2’2” 5,17 6,8 dl 2 122,0
H-12 4,63 8,3 dl 1 58,3
H-23 4,41 49 dl 1 68,2
H-1',1” 3,18 6,9 d 4 30,0
H-4’ 4" 1,65 - dl 12 26,2
H-5",5" 1,65 - dl 12 18,3
H-25 1,15 6,0 d 3 19,8
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Tabela 12A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido do artepelin C com a fenilalanina 12, em 300 MHz, CDCls.

4

T
2

H11
HS", H[, H4", H4
‘MJ i L
| (| | | | [ d’)
& 28 g g 8 2R e
‘ 7‘.2‘ 7‘.0‘ 6‘.8‘ 6‘.6‘ 6‘.4‘ 6‘.2‘ 6‘.0‘ 5‘.8‘ 5‘.6‘ 5‘.4‘ 5‘.2‘ 5‘.0‘ 4‘.8‘ 4‘.6‘ 4f‘.14(‘p:‘r.nz)‘ 4‘.0‘ 3‘.8‘ 3‘.6‘ 3‘.4‘ 3‘.2‘ 3‘.0‘ 2‘.8‘ 2‘.6‘ 2‘.4‘ 2‘.2‘ 2‘.0‘ 1‘.8‘ 1‘.6‘ 1‘.4‘ 1
Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,18 15,1 d 1 143,1
H-25,29 6,87 - m 5 127,8, 128,0,
H-6,2 6,78 - S 2 129,6
H-8 5,91 15,0 d 1 116,5
H-11 5,87 6,7 d 1 -
H-2’,2” 5,00 8,3 m 2 121,6
H-12 4,72 5,6,12,3 dd 1 53,8
H-1",1" 3,09 7,0 d 4 29,6
H-23A,B 2,99, 3,08 - m 2 37,4
H-4’,4” 1,59 - dl 12 25,9
H-5,5" 1,59 - dl 12 18,0
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Tabela 13A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido do artepelin C com a lisina 13, em 500 MHz, MeODa.

[ Ha"-4'|Hs5"-5', He]
H26 H24
=} — [ e Ry e

| | | NS ¢ | | +
8 ] a TR0 £ 8 7
A b NN o a4
7‘.4 7‘.2 7‘.0 6‘.6 ‘ 6‘.2 5‘.8 5‘.4 5‘.0 4‘.6 fl‘z‘bzpm) 3‘.8 3‘.4 3‘.0 ‘ 2‘.6 2‘.2 1‘.8 ‘ 1‘4 ‘ 1‘.0
Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7.41 15,6 d 1 142.3
H-6,2 7,16 - m 2 128,1, 128,6
H-8 6,54 15,6 d 1 118,7
H-12 3,33 - - - 49,0
H26 2,92 7,4 t 2 40,4
H-1’ 2,79 6,6 t 2 23,3
H-1" 2,60 - m 2 26,4
H23 1,77 - m 9 33,3
H-3’,3” 1,77 - m 9 33,5
H-2’,2” 1,77 - m 9 44,9
H25 1,77 - m 9 27,9
H24 1,47 - m 2 23,4
H-4’.4” 1,29 - m 15 28,9
H-5,5" 1,29 - m 15 27,1
H6” 1,29 - m 15 27,0
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Tabela 14A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 13C do derivado protegido
da drupanina com a serina 14, em 300 MHz, CDCls.

o)
\zn/ 11
H

: N

14
o)
16 18
12 19
13507 5
15
23 22 20
4 21

OH ,

@ 2, H6-2 CH3
W [os
= HH A H = — =] — =] e

s 4
O- ~—

0.92-

! L
2 )

&
<
o
T T T T T T T T

76 74 72 70 68 66 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16

& b
S ~

4 2.10-
2.79-
71 3.25«

f1 (ppm)

Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,58 15,6 d 1 141.,8
H-18,22 7,33 - m 7 128,6, 128,9,
H-6,2 7,33 - m 7 126,8, 130,4
H-5 6,99 7,9 d 1 123,1

H-11 6,86 7,3 d 1 -

H-8 6,41 16,2 d 1 120,2
H-16 5,21 - m 3 68,0
H-2' 5,21 - m 3 121,4
H-12 4,85 35,72 dt 1 55,5
H-23 4,00 3,5,11,2 dd 2 63,8
H-1’ 3,21 7,2 d 2 29,1
H-4" 2,31 - S 3 21,2
H-4’ 1,76 - S 3 26,1
H-5’ 1,69 - S 3 18,2
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Tabela 15A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 13C do derivado protegido
da drupanina com o triptofano 15, em 300 MHz, CDCls.

[
— = = i

‘ H18-22, H25, H29-30, H6-2‘

i

T
8.2 78 76 7.4 7.2 7.0 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6
f1 (ppm)

1 1.89 -
w | 1.82 -
2.89 —

Hidrogénio 3H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral s3tC
H-28 8,11 8,10 d 1 1153
H-7 7,59 15,6 d 1 141,2
H-31 7,50 7,7 d 1 119,0

H-18-22 7,26 - m 10 128,5, 128,7,

H-25, 29-30 7,26 - m 10 124,6, 126,5,
H-6-2 7,26 - m 10 127,4
H-5 7,02 8,9 d 1 122,7
H-8 6,32 15,6 d 1 119,9
H-11 6,30 7,6 d 1 -

H-2' 515 - m 4 121,0
H-12,16 5,15 - m 4 52,9, 67,5
H-23 3,33 55 d 2 27,7
H-1 3,23 7,2 d 2 28,7
H-4” 2,31 - s 3 20,9
H-4’ 1,75 - S 3 25,8
H-5 1,70 - S 3 17,9

H-37-39 1,63 - S 9 28,2
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Tabela 16A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 13C do derivado protegido
da drupanina com a treonina 16, em 300 MHz, CDCls.

bl [
T 3 & 5 3 d 4 3 & & <3 o
7‘.8 7‘.6 7‘.4 7‘.2 7‘.0 ‘ G;.G ‘ G;.Z 5‘.8 5‘.4 ‘ 5‘.0 ‘ 4‘?1 (p‘pm)4“2 3‘.8 3‘.4 ‘ 3‘.0 2‘.6 2‘.2 1‘.8 ‘ 1‘.4 ‘
Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,60 15,6 d 1 141.,4
H-18,22 7,32 - m 7 128,9, 129,1,
H-6,2 7,32 - m 7 126,9, 128,6
H-5 7,00 8,1 d 1 122,9
H-11 6,69 8,9 d 1 -
H-8 6,45 15,6 d 1 120,0
H-16 5,19 - m 3 67,5
H-2' 5,19 - m 3 121,2
H-12 4,80 2,4,8,9 dd 1 57,7
H-23 4,41 2,3,6,2 ad 1 68,4
H-1’ 3,22 7,2 d 2 28,8
H-4" 2,30 - S 3 20,9
H-4’ 1,73 - S 3 25,8
H-5’ 1,69 - S 3 17,9
H-25 1,23 6,4 d 3 20,2
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Tabela 17A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 13C do derivado protegido
da drupanina com a fenilalanina 17, em 300 MHz, CDCls.

5
H

—

ao

— T s T e T e B o B B e B B AN e e e S
.8 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16

1.07 -
12.06-
41.23 -
1.00 -
1.04 -
-1 2.68 —
1.00 -
43.73 -
2.82 -
1273~
2,75~

— T —
74 72 7.0 68 66 64 62 6.0 5

~
o

f1 (ppm)

Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,59 15,6 d 1 141,2
H-18,22 7,35 - m 12 128,7,129,4
H-25,29 7,35 - m 12 128,7, 128,6,
H-6,2 7,35 - m 12 126,5,127,1
H5 7,03 8,9 d 1 122,8
H-8 6,32 15,6 d 1 119,9

H-11 6,10 7,8 d 1 -

H-16 5,20 - m 3 67,4
H-2' 5,20 - m 3 121,0
H-12 5,09 - m 1 53,1
H-23 3,22 - m 4 37,9
H-1’ 3,22 - m 4 28,7
H-4" 2,32 - S 3 20,9
H-4’ 1,76 - s 3 25,8
H-5’ 1,71 - S 3 17,9
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Tabela 18A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 13C do derivado protegido
da drupanina com a lisina 18, em 300 MHz, CDCls.

H2,H6] H18-H22| H23 [H24 H25
G (s
= HH — = HA — HH HE —

}

4 oM N = N ow 2 @ . it
7‘.6 7‘.4 7‘.2 7‘.0 6;.8 é.4 6‘.0 5‘.6 5‘.2 4‘.8 f14‘(.;pm) ‘ 3‘.6 3‘.2 2‘.8 2‘.4 2‘.0 1‘.6
Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 813C
H-7 7,59 15,6 d 1 140.,9
H-18-22 7,34 - m 7 128,9 —
H-6,2 7,34 - m 7 126,7,128,7
H-5 7,01 8,9 d 1 122.,8
H-11 6,66 7,5 d 1 -
H-8 6,44 15,6 d 1 120,3
H-16 5,18 - m 3 67,2
H-2' 5,18 - m 3 121,2
H-12 4,75 7,3,12,2 dd 1 52,4
H-27 4,68 5,8 t 1 -
H-1’ 3,23 7,2 d 2 28,8
H26 3,05 5,8 d 2 40,0
H-4" 2,30 - S 3 20,8
H23 1,90 - m 2 32,0
H-4’ 1,75 - S 3 25,7
H-5’ 1,70 - S 3 17,9
H32-34 1,42 - S 9 28,5
H24,25 1,31 - m 4 22,4, 29,7
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Tabela 19A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido da drupanina com a serina 19, em 300 MHz, CDCls.

IS
. It

L .

n o a 5 5 & 5%
7‘ 5 7‘.0 6‘.5 6;.0 5‘.5 5‘.0 f E};%m) 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1
Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,42 15,7 d 1 142,9
H-11 7,22 - m 3 -
H-6,2 7,22 - m 3 128,3,130,3
H-5 6,72 8,2 d 1 116,1
H-8 6,50 15,7 d 1 117,7
H-2’ 5,28 - m 1 123,5
H-12 4,59 4.4 t 1 56,3
H-23A, B 3,92, 3,84 49,112 dd 1 63,1
H-1’ 3,24 7,3 d 2 29,1
H-4’ 1,71 - S 3 25,9
H-5’ 1,68 - 3 17,8
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Tabela 20A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido da drupanina com o triptofano 20, em 300 MHz, CDCls.

=}

H28|| H31]
=]

H29 —30,H2§

I=x
w

AR bhad = = b b & L
SS8R8 3 23 S 3 ®3

T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 4.f8(4.6) 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20
1 (ppm

5 16.6

1.6

Hidrogénio 3H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-28 7,63 7,9 d 1 119,6
H-7 7,53 15,5 d 1 142,5
H-31 7,39 8,1 d 1 112,21

H-25, 29, 30 7,22 - m 3 129,0-115,0
H-6,2 7,14 - m 2 124,2-123,1
H-5 6,77 8,0 d 1 115,9
H-8 6,13 15,6 d 1 117,5
H11 6,08 7,0 d 1 -

H-2' 5,29 7,1 t 1 123,2
H-12 5,00 58,125 dd 1 49,7
H-23 3,46 5,7 d 2 28,5
H-1’ 3,33 7,4 d 2 28,9
H-4’ 1,78 - dl 6 25,8
H-5 1,78 - dl 6 17,6
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Tabela 21A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido da drupanina com a treonina 21, em 300 MHz, CDCls.

;
— = H

By &8 : 5 & 5 Lo g
7‘.6‘ 7‘.4‘ 7‘.2‘ 7‘.0‘ 6‘.8‘ 6‘.6‘ 6‘.4‘ 6‘.2‘ 6‘.0‘ 5‘.8‘ 5‘.6‘ 5‘.4‘ 5‘.2‘ 5‘.0‘ 4‘.8‘ 4.6‘f£1“.‘(1p‘pr?‘1')2‘ 4‘.0‘ 3‘.8‘ 3‘.6‘ 3‘.4‘ 3‘.2‘ 3‘.0‘ 2‘.8‘ 2‘.6‘ 2‘.4‘ 2‘.2‘ 2‘.0‘ 1‘.8‘ 1‘.6‘ 1‘.4‘ 1‘.2‘
Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,49 15,7 d 1 143,1
H-6,2 7,30 - m 3 130,4, 128,4
H-11 7,30 - m 3 -
H-5 6,78 8,2 d 1 116,1
H-8 6,61 15,7 d 1 117,6
H-2’ 5,34 - m 1 123,5
H-12 4,59 3,1 d 1 59,3
H-23 4,38 - m 1 68,7
H-1’ 3,33 - m 2 29,1
H-4’ 1,77 - S 3 26,0
H-5’ 1,74 - S 3 17,9
H-25 1,21 6,4 d 3 20,5
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Tabela 22A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado
desprotegido da drupanina com a fenilalanina 22, em 300 MHz, MeODa.

I
T
HR

I

I

09-=

1

6.65—
f

45
f1 (ppm)

Hidrogénio 3H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,33 15,7 d 1 142,7
H-25,29 7,14 - m 7 128,1, 129,1,

H6.2 7,14 - m 7 127,5,130,2
H-5 6,69 - S 1 116,1
H-8 6,37 15,7 d 1 117,8
H-2’ 5,25 7,4 t 1 123,5
H-12 4.8 - m - 55,6
H-1’ 3,22 7,1 d 2 32,7
H-23A,B 3,18, 2,97 - m 2 38,8
H-4’ 1,68 - s 3 29,1
H-5’ 1,65 - S 3 17,8
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Tabela 23A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e '3C do derivado
desprotegido da drupanina com a lisina 23, em 400 MHz, MeODa.
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19

E

N

o | T
=

— o =]

I

1.00-

E
eozgr

1.87-
0.88-
0.87-

1.95-
1.74-
1.13-
3.08-

2.05-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 4.6 f14.(4 452 40 3.8 3.6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2
ppm

Hidrogénio 3H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral s3tC
H-7 7.43 157 d 1 139.8
H-6,2 7,30 10,6 d 2 126,2,131,1
H-5 6,71 8,3 d 1 121,3
H-8 6,55 15,7 d 1 117,6
H26 2,93 7,2 t 2 39,2
H-1 2,80 6,6 t 2 22,1
H23 1,78 - m 7 32,3
H-3’ 1,78 - m 7 32,1
H-2’ 1,78 - m 7 -
H25 1,78 - m 7 26,4
H24 1,48 - m 2 22,4
H-4', 5 1,32 - S 6 25,8
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Tabela 24A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado da
bacarina com a serina 24, em 300 MHz, CDCls.

H1i1
— == = =

‘ HZTHs", 18- H22, He, HJ

0.92 - ;
2.04 - r

1.00 -
11.71-
7 0.90 ~
0.79 -
1.57 ~
1.02 7
0.87 —
1.84 —
3.79 -
1.97 -
3.14 ~

— T — T
74 72 7.0 68 66 64 62 6.0 58 5

———————— —————T———————
6 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 3.4 3
f1 (ppm)

LA L B B B B 1
.2 30 28 26 24 22 20 1

— T
8 16 14 1.2

Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,22 15,1 d 1 141,6
H-18-22, 2”- 6,92 - m 12 128,3-128,8

H-6,2 6,92 - m 12 126,6, 126,8
H-5 6,57 8,6 d 1 122,8
H-11 6,47 7,2 d 1 -
H-8 6,09 15,2 d 1 119,9
H-16 4,93 - S 2 67,7
H-2' 4,87 - m 1 121,2
H-12 4,57 3,3,6,9 dt 1 55,2
H-23 3,76 3,4,10,9 qd 2 63,6
H-1’ 2,88 - m 4 28,6
H-7" 2,88 - m 4 31,0
H-8” 2,68 4,1,10,9 t 2 35,9
H-4’ 1,55 - S 3 25,9
H-5’ 1,48 - S 3 18,0
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Tabela 25A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado da
bacarina com o triptofano 25, em 300 MHz, CDCls.

— e =] H — =] HH

=
(@]

‘ H18-22, H2"-§", H25, H29-30, HG»#

\ NSl \ RN \ \ Lo S

[sa} o Mmoo < — O n ™ e} O N — ™

o Sag ] 2 e © 1 ® @ = o

o O - o o o < — o™ — o ™M 0
T T T T T T

T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 6.6 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 1.4

f1 (ppm)

Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-28 7,73 7,6 d 1 115,3
H-7 7,22 151 d 1 141,2
H-31 7,13 7,5 d 1 119,0

H-18-22, 2”- 6,90 - m 15 129,6-128,7

H-25, 29-30 6,90 - m 15 124,7,124.,4,
H-6,2 6,90 - m 15 129,6, 128,1
H-5 6,59 8,6 d 1 122,7
H-8 5,98 151 d 1 119,9
H-11 5,93 7,5 d 1 -

H-2’ 4,77 - m 4 121,2
H-12,16 4,77 - m 4 52,9, 67,5
H-23 3,10 5,3 d 2 27,7
H-1’ 2,88 - m 4 28,5
H-7" 2,88 - m 4 30,9
H-8" 2,69 7,3 t 2 35,8
H-5’ 1,56 - S 3 25,7
H-4’ 1,48 - S 3 17,9

H-37-39 1,46 - S 9 28,2
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Tabela 26A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado da
bacarina com a treonina 26, em 300 MHz, CDCls.

[ H-18-24, Ha-67, Ho-
L] e "
| & | | | | | | | | [ |
74 72 70 68 66 64 6.2 60 58 56 54 52 50 48 46 43 (p‘:)'r%l) 40 3.8 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2
Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,34 15,1 d 1 1415
H-18-22, 2”- 7,02 - m 12 128,3-129,9
H-6,2 7,02 - m 12 126,5, 126,6
H-5 6,68 8,6 d 1 122,7
H-11 6,49 8,6 d 1 -
H-8 6,23 15,1 d 1 120,0
H-16 4,98 - m 3 67,5
H-2' 4,98 - m 3 121,2
H-12 4,63 2,3,8,6 dd 1 57,7
H-23 4,25 - m 1 68,4
H-1’ 2,95 - m 4 28,7
H-7" 2,95 - m 4 31,0
H-8” 2,79 7,3 t 2 35,9
H-4’ 1,66 - S 3 25,8
H-5’ 1,59 - S 3 18,0
H-25 1,18 6,2 d 3 20,2
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Tabela 27A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado da
bacarina com a fenilalanina 27, em 300 MHz, CDCls.

H-18-22,|H25-29, H6"-2"
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T T T
6 34 32 3.0

28 2

T T
6 24 22 20 18 16 14

Hidrogénio 8H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral 83C
H-7 7,21 15,1 d 1 141,2
H-18,22; 2”- 6,91 - m 15 128,7-129,1
H-25,29 6,91 - m 15 127,8-128,0
H-6,2 6,65 - m 2 125,8, 125,9

H-5 6,58 8,6 d 1 122,1
H-8 5,98 15,1 d 1 120,0
H-11 5,85 7,5 d 1 -

H-16 4,84 - m 4 67,5
H-2’ 4,84 - m 4 120,4
H-12 4,84 - m 4 53,5
H-23 2,89 - m 6 38,0
H-1’ 2,89 - m 6 28,6
H-7" 2,89 - m 6 31,0
H-8” 2,69 7,2 t 2 35,9
H-4’ 1,56 - S 3 25,8
H-5’ 1,48 - S 3 18,0
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Tabela 28A. Estrutura numerada e espectro de RMN de 'H e 3C do derivado da
bacarina com a lisina 28, em 300 MHz, CDCls.

H6, H2, H-18-22) 33 312\8<i0 H23 [H24, H25
—_ H— =] H— — — 32 — — HH HH—

Lok s 4 I - Vi &
| 7‘.0 6‘.5 | 6‘.0 | 5‘.5 | 5‘.0 ‘ 5 f (ppr‘r‘f)o 3‘.5 | 3‘.0 | 2‘.5 | 2‘.0 1‘.5 | 1‘.0
Hidrogénio 3'H (ppm) J (Hz) Multiplicida Integral stC
H-7 7,22 15,1 d 1 1411
H-18-22, H- 6,94 - m 12 126,6-129,8
H-6,2 6,94 - m 12 126,4, 128,6
H-5 6,59 8,6 d 1 122,8
H-11 6,15 7,2 d 1 -
H-8 6,08 151 d 1 120,2
H-16,2’ 4,91 - m 3 67,3,121,2
H-12 4,49 6,9, 11,8 dd 1 52,4
H-27 4,33 - sl 1 -
H-7” 2,88 - m 3 31,0
H26 2,88 - m 3 40,1
H-1 2,88 - m 3 28,6
H-8” 2,69 7,3 t 2 35,9
H23 1,72 - m 2 32,2
H-4’ 1,57 - S 3 25,8
H-5 1,49 - s 3 18,0
H32-34 1,26 - s 9 28,5
H24,25 1,14 - m 4 22,4,29,7







