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Resumo

Diversas substancias naturais ja se comprovaram
eficazes no combate a doengas crnicas como o
cancer. Porém, a incidéncia de neoplasias
continua crescendo e seu tratamento ainda
possui efeitos nocivos. O &acido ferdlico, um
produto natural isolado da prépolis verde, surge
como um promissor anticancerigeno. Logo, este
trabalho objetiva a semissintese de derivados do
acido ferdlico, visando sua aplicacdo em ensaios
biolbgicos, tais como atividade antitumoral.

Introducao

A prépolis é uma substancia natural e atdxica
resinosa coletada por abelhas de mel de diversas
fontes vegetais, possuindo relatos de seu uso na
medicina desde 300 a.C. (GHISALBERTI, 1979).
Dentre os principais constituintes da préopolis
verde esta um composto fendlico denominado
acido ferdlico, o qual tem se destacado no cenario
atual da pesquisa farmacol6gica.

De acordo com descrigbes na literatura, o acido
fertlico possui propriedades anti-inflamatoérias,
antioxidantes, antidiabéticas, hepatoprotetoras,
anti-ateroscleroticas, antibacterianas,
neuroprotetoras e antineoplasicas (DEDEK et al.,
2019). Esta substancia natural, através da sua
potente atividade antioxidante, é capaz de
prevenir a formacdo de espécies reativas de
oxigénio, as quais causam lesBes celulares
associadas ao surgimento de diversas doencas,
incluindo cancer (DAMASCENO et al., 2017). No
qgue se refere a atividade antitumoral, Cui et al.
(2018) relatou que a modificacdo de
nanoparticulas de selénio com acido ferdlico
potencializou o efeito inibitério deste no
crescimento de células neoplasicas, sendo
também capaz de inibir a proliferacdo
cancerigena de diversas outras maneiras, como
pela alteracdo do ciclo celular da célula tumoral,
induzindo a apoptose e regulando a producao
proteica (GUPTAet al., 2021). Além disso,
diversos outros estudos obtiveram resultados
positivos quanto ao potencial do farmaco no
tratamento de neoplasias (ALANAZI et al., 2021;
BASKARAN et al., 2010; ZHANG et al., 2016).

Nas ultimas décadas, tem se tornado cada vez
mais popular o estudo de compostos naturais
derivados de plantas no combate de diversas
doencas  crdnicas, especialmente  contra
diferentes tipos de neoplasias (SAMTIYA et al.,
2021). O principal motivo para estas incessantes
pesquisas € que, mesmo com O0S avangos
terapéuticos no campo das ciéncias da saude, o
cancer continua sendo uma das principais causas
de mortalidade e morbidade no mundo, com
aproximadamente 10 milhdes de mortes
contabilizadas em 2020 (TULlIet al., 2022;
FERLAY et al., 2021).

Nesse sentido, os canceres de pele se destacam
por possuir uma nova incidéncia de diagndsticos
a cada ano, maior do que a de todas outras
formas de céncer combinadas (ONEILL;
SCOGGINS, 2019). Dentre as neoplasias de pele,
0 melanoma cutidneo é o tipo mais mortal,
possuindo também crescimento mais rapido do
que qualquer outra malignidade (VOLKOVOVA et
al., 2012). Portanto, h4 uma busca constante por
farmacos capazes de tratar e prevenir a
ocorréncia desta patologia. Ambothi e Nagarajan
(2014) observaram em seu estudo que o &cido
ferdlico é capaz de reduzir a formacdo de
espécies reativas de oxigénio induzida por
radiacdo ultravioleta-B em fibroblastos da pele
humana, a qual é um dos fatores que contribuem
significativamente para o desenvolvimento de
neoplasias cutaneas. Portanto, indicando se tratar
de uma substancia com potencial anticancerigeno
promissor e sugerindo a possibilidade do seu uso
como um novo agente quimioterapico, o que
também foi observado em outros estudos
(AMBOTHI; NAGARAJAN, 2014; YOON et al.,
2015).

Ademais, apesar de ja existrem farmacos
amplamente utilizados no tratamento das
doencas neoplasicas, ha diversos relatos na
literatura sobre os efeitos maléficos de tais
medicacbes. Em seu estudo, Kleckner et al.
(2019) destaca que uma gama de efeitos
colaterais estdo presentes na terapia do céancer,
sendo alguns deles: vomitos, anorexia, queixas
cognitivas, distarbios do sono, estresse
psicoldgico, toxicidade metabdlica, cardiovascular
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e para a saude Ossea, além de neuropatia
periférica induzida pela quimioterapia.

Desse modo, evidencia-se a necessidade de
investigacdo de novas estratégias menos
danosas e mais eficazes no tratamento do
melanoma e dos demais tipos de neoplasias,
sendo os derivados da préopolis verde compostos
atrativos para a pesquisa terapéutica pelas suas
propriedades bioldgicas e atoxicidade.

Com base no exposto, este trabalho apresenta a
semissintese de derivados do &cido ferdlico
conjugados a aminoé&cidos, visando aplicacdes
terapéuticas em ensaios antitumorais. Desta
forma, os derivados de acido ferulico obtidos
podem vir a representar agentes terapéuticos
eficazes, porém com menos efeitos colaterais se
comparados aos farmacos tradicionais
atualmente utilizados. Ressalta-se que o acido
ferdlico, isolado da propolis verde, possui boa
disponibilidade comercial e um baixo custo para
sintese laboratorial, 0 que o torna um protétipo
ainda mais atrativo, corroborando a ideia de
futura implementacdo deste produto natural e
seus derivados na prética clinica (DINIZ et al.,
2019).

Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi realizar a
preparacdo de derivados do composto &cido
ferdlico (AF), isolado da prépolis verde, visando
aplicacdo em ensaios antitumorais.

Neste contexto, os objetivos especificos foram:

1) A realizacéo da semissintese de derivados do
acido feralico (AF) conjugados aos aminodacidos
fenilalanina e lisina. O composto natural acido
ferdlico (AF) 1 e os derivados &cido ferdlico-
fenilalanina (AFF) 2 e &cido ferulico lisina (AFL) 3
estdo representados na Figura 1.

2) Aplicacdo dos compostos AF 1, AFF 2 e AFF 3
em ensaios antitumorais in vitro com células de
melanoma B16F10.

Figura 1 - Estruturas quimicas dos compostos
acido ferdlico 1, &cido ferulico-fenilalanina (AFF) 2 e
acido ferulico-lisina (AFL) 3
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Materiais e Métodos

Este projeto foi realizado em parceria com a
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FCFRP-USP), com participagdo em Projeto
Temético FAPESP ligado a pesquisas com
propolis (processo 2017/04138-8).

As reacgbes quimicas para obtencdo dos
compostos  semissintéticos  acido  ferdlico-
fenilalanina (AFF) 2 e &cido ferulico lisina (AFL) 3
foram realizadas no laboratério de sintese
organica na FCFRP-USP. As analises de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 'H) para comprovacdo das estruturas
obtidas foram realizadas no equipamento Bruker
Advance DPX 400 (400 MHz) da FFCLRP-USP.
Os ensaios antitumorais com os compostos AF 1
AFF 2 e AFL 3 foram realizados no laboratério de
Imunoglicobiologia da FCFRP-USP.

Semissintese dos derivados acido ferulico-
fenilalanina 2 e lisina 3

Sintese de acetil-acido ferulico 4

O composto acido ferdlico 1 (200 mg, 1,03 mmol)
foi acetilado com piridina (5 ml) e anidrido acético
(5,5 ml), sendo a solugdo agitada por
aproximadamente 12 horas a temperatura
ambiente (JEANLOZ; FLOWERS, 1962). Em
seguida, a mistura foi rotaevaporada a presséo
reduzida para remoc¢do do solvente e purificada
por coluna cromatografica classica utilizando o
sistema de solventes Acetato de etila (AcOEt)/
Hexano (Hex) 7:3. Desta forma, o acido ferulico
acetilado 4 foi obtido com rendimento quantitativo
(243 mg, 1,03 mmol).

Sintese de Fenilalanina-O-benzil (NH,PheOBnN)
5

O aminoécido N-Fmoc-fenilalanina O-benzil 6
(155 mg, 0,32 mmol) foi tratado com solu¢éo de
morfolina 50% em DMF (2 mL), sendo a mistura
reacional agitada a temperatura ambiente por 1 h
(MARTINS-TEIXEIRA et al., 2013). A seguir, foi
realizada a remocao do solvente e purificacdo da
mistura por coluna cromatogréfica classica
utilizando o sistema de solventes Acetato de etila
(AcOEt)/ Hexano (Hex) 7:3. Assim, o aminoacido
NH,-Phe-OBn 5 foi obtido com rendimento de
65% (53 mg, 0,206 mmol).

Sintese de Acido Ferulico-Fenilalanina (AFF) 2

Uma solucéo de acido ferulico acetilado 4 (24 mg,
0,1 mmol) e aminoacido NH,-Phe-OBn 5 (50 mg,
0,2 mmol) em DMF (1 mL ) foi tratada com o
reagente HATU (66 mg, 0,2 mmol), e a base
DIPEA (52 pl, 0,2 mmol) em DMF (RODRIGUES
et al., 2021). A mistura reacional foi agitada por
16 horas, concentrada e purificada por coluna
cromatografica classica, fase moével Hex/AcOEt
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(2:1 viv), fornecendo o produto AFF 2 como um
sélido branco, com rendimento quantitativo (53,5
mg, 0,11 mmol)._50% em DMF (2 mL), sendo a
mistura reacional agitada a temperatura ambiente
por 1 h. A sequir, foi realizada a remocdo do
solvente e purificacdo da mistura por coluna
cromatografica classica utilizando o sistema de
solventes Acetato de etila (AcOEt)/ Hexano (Hex)
7:3. Assim, o aminoacido NH,-Lis-OBn 7 foi
obtido com rendimento de 70% (84 mg, 0,25
mmaol).

Sintese de Acido Ferdlico-Lisina (AFL) 3

Uma solucdo de &cido ferulico acetilado 4 (7,3
mg, 0,03 mmol) e aminoacido NH,-Lis-OBn 7 (21
mg, 0,062 mmol) em DMF (1 mL) foi tratada com
o reagente HATU (23,8 mg, 0,062 mmol), e a
base DIPEA (25 ul, 0,3 mmol) em DMF
(RODRIGUES et al., 2021) . A mistura reacional
foi agitada por 16 horas, concentrada e purificada
por coluna cromatogréfica classica, fase mével
Hex/AcOEt (1:1 v/v), fornecendo o produto AFL 3
como um sdlido branco, com rendimento
quantitativo (17 mg, 0,03 mmol).

Atividade antitumoral in vitro

O método conhecido como MTT (3- 4,5-dimethyl-
2-thiazolyl -2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide),
baseado na medida de viabilidade celular, foi
utilizado para a avaliagdo da atividade antitumoral
dos compostos AF 1, AFF 2 e AFF 3. As células
tumorais de melanoma B16F10 e as células
normais de fibroblasto NIH3T3 (controle) foram
plagueadas em placas de 96 pocos. ApGs 24 h as
células foram tratadas com o0s compostos
solubilizados em tampdo PBS com 0,5% de
DMSO, em concentra¢fes de 2,5 uM a 200 puM.
As placas foram entdo incubadas por 72 h e a
seguir submetidas a leitura em espectrofotébmetro
a 570 nm (RODRIGUES, 2021). Os dados obtidos
foram processados no programa GraphPad Prism
v.5, sendo possivel determinar as taxas de
viabilidade celular.

Resultados e Discussao

A semissintese dos derivados do &cido ferulico
AFF 2 e AFL 3 foi realizada a partir de reacdes de
acoplamento do &cido ferdlico acetilado 4 com os
aminoéacidos NH,PheOBn 5 e NH,-Lis-OBn 7.
Inicialmente, foi realizada a acetilagdo do &cido
ferdlico 1, utilizando-se piridina e anidrido acético
(JEANLOZ; FLOWERS, 1962), com o0 objetivo de
aumentar a estabilidade da molécula para as
reacbes subsequentes. As reacbes de
acoplamento foram realizadas utilizando-se o
reagente de acoplamento HATU
(hexafluorofosfato  azabenzotriazol tetrametill
urbnio) e a base DIPEA (diisopropiletilamina) em
solvente DMF (dimetilformamida), a temperatura
ambiente durante 16 horas (Esquema 1), com
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subsequente purificacdo dos produtos obtidos por
coluna cromatogréafica classica (RODRIGUES,
2021). Os derivados semissintéticos obtidos acido
ferulico-fenilalanina (AFF) 2 e acido ferulico-lisina
(AF3) 3 foram obtidos com rendimentos de 100 %
e 70%, respectivamente.

Esquema 1 - Sintese dos derivados acido-ferdlico
fenilalanina 2 e acido ferulico-lisina 3 por reacGes
de acoplamento. Condi¢8es reacionais: i. HATU,
DIPEA e DMF.
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As estruturas dos derivados AFF 2 AFF 3 obtidos
foram comprovadas pelos espectros de RMN H,
conforme apresentado na Figura 2. Nos espectros
sdo observados sinais caracteristicos de grupos
quimicos essenciais, tais como dos anéis
aromaticos e grupamentos alquilicos do acido
ferdlico e dos aminoécidos fenilalanina e lisina.

Figura 2 - Espectros de RMN 'H dos derivados
acido-ferulico fenilalanina (AFF) 2 (A) e &cido
ferualico-lisina (AFL) 3 (B)
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De acordo com o0s ensaios bhiolégicos realizados,
os derivados acido ferdlico-fenilalanina (AFF) 2 e
acido ferdlico-lisina (AFL) 3 apresentaram
atividade citotéxica frente as células de
melanoma B16F10. Nos graficos apresentados na
Figura 3 é possivel observar uma reducdo de
viabilidade celular de cerca de 50% para o0s
compostos (AFF) 2 e (AFL) 3, ndo sendo
verificada atividade significante para o composto
natural &cido ferdlico (AF) 1. Este resultado
demonstra que a conjuga¢do do &cido ferdlico
com os aminodcidos fenilalanina e lisina teve um
efeito positivo na redugdo do crescimento de
células tumorais de melanoma.

Figura 3 - Atividade antitumoral do composto AF 1
(A), AFF 2 (B) e AFL 3 (C)

(A)
150
L - B16F10
= = NIH3T3
@
© 100
@
o
[v]
z
E 50—
=
&
0 L I Ll 1
0 50 100 150 200
[1uM Acido Feralico 1
(B)
150= seeee
5 - B16F10
= . = NIH3T3
@
© 1004
@
T
m
2 %\E‘!/——'\’
E 50
-
&
0 1 ] Ll L}
0 50 100 150 200

[1um Acido Ferdlico Fenilalanina 2

XVI Encontro de Iniciacdo Cientifica do Centro Universitario Bardo de Maua ﬁ) ¢ PIC

Anais, v. 8, 2023 — ISSN 2594-3723

©
150=

L - B16F10
= - NIH3T3
E -
© 100
@
©°
]
D
E 50
=
R

0

e L) ) ) 1

0 50 100 150 200
[1uM Acido Ferulico Lisina 3
Fonte: Os autores
Conclusao

As semissinteses dos derivados acido ferulico-
fenilalanina (AFF) 2 e acido ferdlico-lisina (AFL) 3
a partir do acido ferulico, isolado da prépolis
verde, foram realizadas de forma satisfatéria a
partir dos métodos sintéticos utilizados. Os
compostos obtidos foram submetidos a ensaios
antitumorais in vitro com células de melanoma
B16F10, sendo verificada uma reducdo de
viabilidade celular de cerca de 50%. Como
préximas etapas, estes compostos serdo
avaliados em modelos antitumorais in vivo de
melanoma, no biotério do CBM. Ademais, ha
também perspectiva de aplicacdo destes
compostos em outras atividades terapéuticas.
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