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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

41% W
Corpus uteri
4.4%

8.6 million
new cases

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

Other
23.1%

Leukaemia
31%

4.2 million
deaths

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 secundéario de
plantas, tais como a rota do chiquimato e do mevalonato. Os acidos cinamicos, por
exemplo, sdo o0s 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 formacgao dos
residuos de isoprenos, unidades compostas de cinco atomos de carbono, consistem da
via do mevalonato, formado pela condensacgéo 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 prépolis verde quando
comparada a propolis europeia, predominantemente composta por flavonoides,
conferem a esta prépolis brasileira caracteristicas quimicas peculiares, e que vém
demonstrando ao longo das pesquisas inumeras atividades bioldgicas, 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 formacédo 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
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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
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naftoquinona associadas a glicina e asparagina com atividades antitumorais contra
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
aminodcidos. 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 citotdxicas contra células de leucemia linfoblastica
aguda murina e células de carcinoma epiderméide humano (VILIPIC et al., 2015).

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

produtos naturais da propolis verde (artepelin C, bacarina e drupanina).
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2.0 Considerac0Oes Finais

A partir do extrato bruto da propolis verde e das folhas da B. dracunculifolia foi
possivel o isolamento de quantidades satisfatorias das substéncias 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,
a técnica 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 obtencéo 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 triazélicos e dos derivados dos
aminodcidos (serina, triptofano, treonina, fenilalanina e lisina). Os dimeros triazolicos
foram obtidos com rendimentos entre 62% e 97% e as reacfes de acoplamento com o0s
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 os compostos sintetizados foram avaliados quanto a
atividade antiproliferativa, frente as linhagens de tumores de mama e de proéstata, bem
como as atividades antimicrobiana e antiparasitéria.

No geral, as melhores atividades bioldgicas 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 ICso, 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.
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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 simulacdes 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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