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Resumo

Acido p-cumarico, artepelin C e
bacarina, contituintes da propolis
verde, apresentam importantes
propriedades bioldgicas, tais como
antimicrobiana, anti-inflamatéria,
antioxidante e antitumoral. Desta

forma, neste trabalho sera
apresentado o isolamento destes
constituintes, bem como a
semissintese do derivado triazolico
(p-AC),

também oriundo da prépolis verde.

do acido p-cumarico

Introducao

Diferentes tipos de prépolis sédo
encontrados em territério brasileiro,
as quais podem ser classificadas em
doze grupos distintos, conforme

critérios de similaridade fisico-
guimicos. Dentre os diversos tipos
estd a propolis verde, oriunda da
espécie Baccharis dracunculifolia
(alecrim do campo), planta nativa

brasileira, amplamente distribuida

em S&o Paulo e Minas Gerais
(PARK et al.,, 2004). Os principais
constituintes da propolis verde séo
representados por derivados
prenilados do &cido cinamico, tais
como o Artepelin C (acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicindmico) e a
Bacarina (acido 3-prenil-4-
diidrocinamoiloxi-cinamico), os quais
apresentam importantes atividades
bioldgicas, tais como Antimicrobiana,
antioxidante e
antitumoral (LUSTOSA et al., 2008).

Os acidos fendlicos sédo algumas

anti-inflamatoria,

das substancias que constituem o
grupo dos compostos fendlicos.
Caracterizam-se por terem um anel
benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais
grupamentos hidroxila e/ou metoxila
na molécula, conferindo
propriedades antioxidantes,
antimicrobiana, anti-inflamatéria e

antitumoral. (SOARES, 2020).
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Os compostos fendlicos oriundos de
produtos naturais tém apresentado
importantes atividades bioldgicas
reportadas na literatura. (NAGEM et
al., 1992; GAMACH et al.,, 1993;
IVANOVA et al., 1997; AZlZet al.,
1998; FERNANDEZet al., 1998;
(HOLLMAN; KATAN, 1998).0 p-AC
€ um A&cido hidroxicinamico que
pertence a uma classe importante
de metabolitos secundarios
amplamente encontrados em
plantas superiores e também em
bebidas, como chés, vinhos e café
(TEODORO et al., 2015). Grande
parte do interesse no p-AC esta

relacionada as suas atividades

antioxidante e antitumoral
(FERREIRA, 2020).
Portanto, 0] isolamento de

componentes da propolis verde,
bem como a semissintese dos seus
derivados, é de fundamental
importancia para a otimizagdo das
atividades biologicas
supradescritas, bem como para a

descoberta de novas propriedades.
Objetivos

Este trabalho teve como obijetivo,
em uma primeira fase, o isolamento
dos constituintes da proépolis verde
acido p-cumarico 1, artepilin C 2 e
bacarina 3, e posteriormente, a

semissintese do derivado triazélico
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do acido p-cumarico (p-AC) 4,5.
(Figura 1). Os compostos obtidos
serdo submetidos a ensaios para
avaliacdo das atividades antitumoral
e anti-inflamatoria, bem como em
modelos de distarbios
neurocomportamentais.
Figura 1. Estruturas dos
compostos acido p-cumaricol,

artepilin C 2, bacarina 3 e
derivado triazolico do p-AC 4,5.
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Fonte: os autores

Material e Método

O processo de isolamento do acido
p-cumarico 1, artepiin C 2 e
bacarina 3 foi realizado no
laboratério de produtos naturais da
FCFRP-USP e a semissintese do
derivado triazolico de p-AC foi
realizada em laboratorio de sintese
organica. As andlises de
Ressonanica Magnética Nuclear
(RMN)

estruturas obtidas foram realizadas

para comprovagdo das

no equipamento BrukerAdvance
DPX 400 (400 MHz) da FFCLRP-
USP.



Isolamento do acido p-cumarico,

artepilin C e bacarina.

Os compostos, acido p-cumarico,
bacarina e artepelin C, foram
obtidos a partir de 300g de propolis
verde que foi congelada e
pulverizada com solucéo
hidroalcodlica 7:3, seguida de
percolacdo, a cada trés dias, por
trés vezes consecutivas. A solucdo
hidroalcodlica obtida foi
devidamente filtrada e evaporada
em rotaevaporador e, em seguida,
liofilizada com a finalidade de se
obter o extrato hidroalcoodlico bruto.
O extrato obtido foi posteriormente
submetido tanto a cromatografia
liquida a vacuo (CLV), quanto a
cromatografia contracorrente de alta
velocidade (HSCCC-High Speed
counter current Chromatograhy). As
fracOes obtidas foram reunidas e
purificadas em sistema preparativo
CLAE-UV (Shimadzu), utilizando a
coluna preparativa C8 (Shimadzu
Shim-pack prep.-ODS) e sistema de
eluicdo por gradiente MeOH/agua.
(PEDERSEN et al., 2001), (SILVA,

2011; MOTTA, 2014).

Semissintese de derivado
triazolico de acido-p-cumaérico (p-
AC)

Sintese de acetil-p-AC
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O composto p-AC 1 (500mg, 164,04
mmol) foi acetilado com piridina
(8ml) e anidrido acético (8mL) sob
agitacdo por cerca de 2h a
temperatura ambiente.
Posteriormente, a mistura foi
rotaevaporada a pressao reduzida e
purificada em coluna classica
cromatogréfica com eluicdo por
gradiente (EtOAc/Hex5:5, 7:3 a 10:0

VIv).

Sintese de propargil-acetil-p-AC

O composto p-AC acetilado 6
(100mg, 0,49mmol) foi solubilizado
em DMF e tratado com DIPEA
(170ul, 0,98mmol) e propargilamina
(54ul, 0,98mmol), juntamente com
0s reagentes de acoplamento
PyBop (255mg, 0,49mmol) e HOBt
(66mg, 0,49mmol) (CARVALHO et
al.,, 2013). A reacéo foi agitada por
cerca de 20h a temperatura
ambiente, sendo posteriormente
rotaevaporada e purificada por
coluna classica cromatografica com
eluicdo por gradiente (MePh/EtOAc
4:1 viv).

Sintese do derivado triazélico de
p-AC

Sintese do di-azido propano

Cerca de 420 puL do reagente
dicloropropano (4,46 mmol, 1Eq) foi
solubilizado em DMF, e colocado

para reagir com 5 Eq de azida de
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sédio (22,3 mmol). A mistura foi
mantida sob agitacdo por 72h a

temperatura ambiente.

Sintese dos dimerostriazolicos do p-
AC

O propargil-acetil-p-AC  (33,2mg,
0,135mmol, 1 Eq) e o di-azido
propano (34mg, 0,27mmol, 2EQ)
foram solubilizados em DMF e
tratados com ascorbato de sdodio
(54mg, 0,27mmol, 2Eq) e solucao
10% CuSOs (0,2Eqg), sendo a
mistura agitada a temperatura
ambiente por cerca de 4h, (CAMPO
et al, 2015). A reacdo foi
monitorada por CCD (Hex/AcOEt,
8:2 vlv), o solvente foi removido por
pressao reduzida e a mistura foi
purificada em coluna classica
cromatografica por gradiente de
eluicdo (SiO2, Hex/AcOEt2:8 e
DCM/MeOH 9:1). Como etapa
futura, parte do dimero triazolico
acetilado do p-AC 4 obtido sera
solubilizado em MeOH e misturado
em 5Eq de solucdo 10% KOH. A
reacdo sera agitada sob refluxo a
70 °C por cerca de 4h e monitorada
por CCD (DCM/MeOH 9:1 v/N).
Apos resfriamento e extracdo com
eter etilico a mistura sera
neutralizada com HCI (aq) 1M,

sendo a fase aquosa extraida e
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concentrada a vacuo (YASHIROet
al., 2015).

Resultados e Discussao

Isolamento do &cido p-cumarico,

artepelin C e bacarina

As técnicas cromatograficas CLV e
HSCCC originaram um total de 207
e 87 fracbes, as quais foram
reunidas em 21 e 15 subfracgdes,
respectivamente, conforme a
semelhanca entre os  perfis
cromatograficos em camada
delgada (CCD). Posteriormente,
cada reunido, rica na substancia
desejada, foi  purificada  por
cromatografia preparativa CLAE-UV
e confirmadas quanto a pureza e
identidade por analises em CLAE-
DAD analitco a partir da
comparagdo entre o tempo de
retencdo e do perfil de absorgéo em
275 nm com padrdes auténticos
isolados pelo nosso grupo de
pesquisa. Assim, obteve-se de
compostos puros cerca de 500 mg
de acido p-cumérico, 400 mg de
artepelin C e 200 mg de bacarina.
Os cromatogramas do acido p-
cumarico, artepelin C e da bacarina
estdo apresentados na Figura 2, e a
pureza relativa calculada em 275nm
foi de 99%, 97% e 98%,

respectivamente.
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Figura 2. Cromatogramas das
substancias isoladas por
cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE — DAD). A:
Acido p-cumaérico 6,7 min; B:
Artepelin C —= 54,1 min; C:
Bacarina — 57,7 min.
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Sintese de acetil-p-ACe propargil-

acetil-p-AC

A acetilacdo da hidroxila fendlica do
p-Ac foi realizada na presenca de
piridina/Ac20, tendo como objetivo
principal aumentar a estabilidade da
molécula para as reacoes
subsequentes. O produto acetilado
do p-Ac 6 foi obtido como um sdlido
branco com rendimento de 73%.

Na etapa posterior, realizou-se a
sintese do derivado alcino do acetil-
p-AC a partir do produto acetilado 6
e do composto propargilamina,
utilizando-se 0s reagentes de
acoplamento PyBOP, HOBt e a
base DIPEA (CARVALHO et al.,
2013).

isolar o produto propargil-acetil-p-Ac

Desta forma, foi possivel
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7 como um Oleo ambar com

rendimento de 80% apos
purificacdo cromatogréafica.
Ambas as  estruturas  foram

devidamente  confirmadas por
RMN H e *C,

conforme Figura 3.

andlises de

Figura 3. Estruturas e espectro de
RMN 'H (CDCls, 300 MHz ) dos
compostos acetil-p-Ac 6 (A) e

propargil-acetil-p-Ac 7 (B).
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Sintese do derivado triazélico de
p-AC

Inicialmente sintetizou-se o derivado
di-azido propano, o qual foi obtido
como um Oleo translucido com
rendimento de 80% em atmosfera
inerte pelo tratamento do reagente
dicloropropano com azida de sodio
em DMF anidro.
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Posteriormente, apds obtencédo dos
precursores de alcino 7 e azido

citados, realizou-se a reacédo de

ciclo-adicao 1,3-dipolar (“click
chemistry”) catalisada por Cu(l)-
CuAAC, utilizando o0 sistema

catalitico CuSOas/ascorbato de sodio
em DMF (CAMPO et al., 2015), para
obtencdo do dimero triazdlico
acetilado do p-AC 4 (Esquema 1), o
ainda

qual sera purificado e

confirmado por analise de

Ressonancia Magnética Nuclear.
Como proxima etapa, pretende-se
ainda sintetizar e isolar o dimero
triazolico desprotegido do p-AC 5.
Esquema 1. Reacéo de ciclo-
adicao 1,3-dipolar (“click
chemistry”) para obtencéo do

dimero triazolico acetilado do p-
AC 4.
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Conclusbes

Ambas as técnicas cromatograficas

se mostraram adequadas ao

isolamento dos trés produtos

naturais desejados, acido p-
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cumarico, artepelin C e bacarina,
todos em quantidades suficientes
para a realizacdo da semissintese.

As sinteses do p-Ac 6, do propargil-
acetil-p-Ac 7 e do dimero triazdlico
protegido do acido p-cuméarico 4
foram realizadas de  forma
satisfatéria a partir dos métodos
sintéticos utilizados. Como proxima
etapa, pretende-se obtero o dimero
desprotegido do acido p-cumarico 5.
Os produtos naturais isolados, bem
como o derivado triazdlico do &cido
p-cumarico deverdo, em breve, ser
submetidos a ensaios para
avaliacdo das atividades antitumoral
e anti-inflamatoéria, bem como em
modelos de distarbios

neu rocomportamentais.
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