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Resumo

As plaquetas sdo ativadas quando ha rompimento do epitélio vascular pela exposicdo a uma
série de fatores que mudam sua forma e levam ao processo de agregacdo. A ativacdo e
agregacdo das plaquetas forma o trombo (coagulo) que impede o extravasamento do sangue.
Apds o estancamento do sangue a desativacdo das plaquetas é feita pela acdo de prostaciclinas,
mas quando o processo de ativacdo e desativacdo é descontrolado ocorre a formacéo de trombos
que afetam o fluxo sanguineo nas artérias e veias que podem levar a inimeras patologias. A fim
de controlar esse processo inumeros farmacos tém sido desenvolvidos, porém muitos
apresentam limitacGes quanto a efeitos colaterais, idade do paciente e alto custo. Portanto, o
desafio de muitos pesquisadores é obter moléculas que possam ser eficientes, seguras e mais
acessiveis. Dentro deste contexto os produtos naturais tém sido uma fonte inesgotavel de
moléculas com potencial bioldgico. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi sintetizar a
taiwanina C, uma lignana arilnaftalénica extraida da Taiwania cryptomerioides, de forma mais
eficiente do que relatado por outros autores, avaliar sua atividade antiplaquetaria usando como
agonistas o &cido araquiddnico e o TRAP-6, além de estudar o mecanismo de acéo sobre as
COXs e PAR-1 que sdo, respectivamente, as proteinas envolvidas nas vias de ativacdo
plaquetaria mediadas por esses agonistas. Foram avaliadas duas rotas sintéticas nas quais a
taiwanina C foi obtida em rendimento total de 40,4% e 52%, portanto maiores do que aqueles
descritos na literatura. Nos ensaios usando plaquetas humanas a taiwanina C inibiu
significativamente a agregacdo plaquetaria na presenca de acido araquidénico com Clso = 0,46
MM e na presenga de TRAP-6 com Clso= 0,56 pM. Esses estudos indicaram maior atividade da
taiwanina C do que a indometacina usada como controle positivo. Estudos de docking
molecular usando as COX-1 e COX-2 sugerem que a taiwanina C interage em ambas as COX,
porém com maior afinidade com a COX-1. Em relacdo a PAR-1 o0s estudos sugerem que a
taiwanina C apresenta mecanismo de interacdo diferente da indometacina e do vorapaxar
(medicamento referéncia). Esses resultados demonstram que a taiwanina C atua em duas vias
de sinalizacdo da agregacdo plaquetaria o que ndo é comum para a maioria dos farmacos
utilizados. Embora preliminares, esses resultados indicam que a taiwanina C pode ser uma

molécula alvo para o desenvolvimento de novos farmacos antiplaquetarios.

Palavras-chave: Atividade antiplaquetaria, COX-1, Lignana arilnaftalénica, PAR-1.



Abstract

Platelets are activated when there is disruption of the vascular epithelium due to exposure to a
series of factors, changing their shape and initiating a process of aggregation. Platelet activation
and aggregation form the thrombus (clot) that prevents blood leakage. After the blood is
stopped, platelets are deactivated by the action of prostacyclins, but when the activation and
deactivation process is uncontrolled, thrombi can form, which affect the blood flow in the
arteries and veins, which can lead to numerous pathologies. In order to control this process,
many drugs have been developed, but many have limitations in terms of side effects, patient
age and high cost. Therefore, the challenge for many researchers is to obtain molecules that can
be efficient, safe and more accessible. Within this context, natural products have been an
inexhaustible source of molecules with biological potential. Thus, the objective of this work
was to synthesize taiwanin C, an arylnaphthalene lignan extracted from Taiwania
cryptomerioides, more efficiently than reported by other authors, to evaluate its antiplatelet
activity using arachidonic acid and TRAP-6 as agonists, in addition to study the mechanism of
action on COXs and PAR-1, which are, respectively, the proteins involved in platelet activation
pathways mediated by these agonists. Two synthetic routes were evaluated in which taiwanin
C was obtained in total yields of 40.4% and 52%, therefore in higher than those described in
the literature. In assays using human platelets, taiwanin C significantly inhibited platelet
aggregation in the presence of arachidonic acid with 1Cso = 0.46 uM and in the presence of
TRAP-6 with 1Cs0 = 0.56 uM. These studies indicated greater activity of taiwanin C than
indomethacin used as a positive control. Molecular docking studies using COX-1 and COX-2
suggest that taiwanin C interacts with both COX, but with greater affinity with COX-1.
Regarding PAR-1, studies suggest that taiwanin C has an interaction mechanism different from
that of indomethacin and vorapaxar (reference drug). These results demonstrate that taiwanin
C acts on two signaling pathways for platelet aggregation, which is not common for most drugs
used. Although preliminary, these results indicate that taiwanin C may be a target molecule for

the development of new antiplatelet drugs.

Keywords: Antiplatelet Activity, COX-1, Arylnaphthalene Lignan, PAR-1.
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APRESENTACAO

A trombose é uma condicdo que afeta o corpo humano por meio da formacéo
descontrolada de codgulos que podem impedir o fluxo sanguineo de fluir normalmente pelas
veias e artérias que integram o sistema circulatério. A diminuicdo do fluxo sanguineo pode
desencadear um grande nimero de doengas e até mesmo o 6bito. Esses coagulos sao formados
pela agregacdo plaquetaria que acontece ap0s sua ativacdo a partir de estimulos especificos
(Koupenova et al., 2017).

As plaquetas em condigdes normais circulam através dos vasos com endotélio intacto e
permanecem no estado inativado (separadas). Este estado inativado é sustentado pela liberacao
de prostaciclina (PGI2) do endotélio intacto, bem como pela auséncia de vérios fatores de
ativacdo. Quando as plaguetas encontram uma ruptura no endotélio, entretanto, elas séo
expostas a moléculas como colageno, ADP, trombina e TXA2 que desencadeiam a ativacdo e
posterior agregacao formando o codgulo (trombo) (Rucker & Dahmoon, 2020).

A sintese do TXA:2 (um dos mais potentes ativadores plaquetarios) ocorre a partir de uma
série de reacdes como 0 aumento de Ca?* intraplaquetario que estimula a fosfolipase A2 (PLA?)
que hidrolisa e libera o &cido araquiddnico presente nos lipideos da membrana das plaguetas
(Figura 1). A COX-1 presente nas plaquetas converte o acido araquidonico em prostaglandinas.
A enzima tromboxano sintetase age sobre a prostaglandina produzindo o TXA:z que ativa as
plaquetas e quando essa ativacdo ndo € controlada pode haver sérias consequéncias ao
individuo. Também a partir do &cido araquiddnico é sintetizada a PGI2 (prostaciclina Az, via
principal de sintese envolve a COX-2) que controla o processo de formacao do trombo sendo
um potente vasodilatador e inibidor da agregacdo plaquetaria (Kroll et al., 1991; Rucker &
Dahmoon, 2020).

Tanto a sintese do TXA:2 quanto a da PGIl2 dependem da acdo das COXs trabalhando em
sintonia para que a manuten¢do dos processos de ativacao e a desativacdo plaquetaria ocorram
de forma controlada. Porém, quando esses processos nao estdo controlados existe a necessidade
de se administrar substancias antiplaquetarias que atuam em varios alvos moleculares inclusive
as COX. Entretanto, compostos seletivos tanto para COX-1 quanto para a COX-2 podem causar
sérios efeitos colaterais, pois essas proteinas sao responsaveis por muitos processos fisioldgicos
e a inibicdo seletiva de uma delas pode afetar esses processos (Yusuf et al., 2017; Rucker &
Dhamoon, 2020).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Vasodilatador
https://pt.wikipedia.org/wiki/Plaqueta
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Figura 1. Sintese do TXA:2
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Fonte: Préprio autor.

Além da via de ativacdo plaquetaria que envolve as COXs, a via da proteina PAR-1
(receptor ativado por protease ligado a proteina G) tem sido avaliada também como um novo
alvo no desenvolvimento de farmacos antiplaquetarios. A PAR-1, assim como outros trés
membros dessa classe, sdo receptores acoplados a proteina G que sdo ativados pela clivagem
de parte do dominio extracelular. Eles sdo altamente expressos em plaquetas e também em
células endoteliais, miocitos e neurénios. Durante a ruptura do endotélio ocorre liberagcdo de
trombina que é agonista da PAR-1 e quando a trombina se liga & PAR-1 ocorre a ativagdo
plaquetéria. O antagonista da PAR-1, representado pelo vorapaxar - alcal6ide com anel
lactonico - (Figura 2), inibe a agregacao plaquetaria dependente de trombina, pois se liga ao
mesmo sitio ativo da PAR-1 impedindo a ligacdo da trombina a proteina. Ainda que eficaz o
vorapaxar tem efeitos colaterais sendo que os principais sdo aqueles relacionados a hemorragias
(Frampton, 2015). Apesar de sua acdo sobre a PAR-1 o tratamento com vorapaxar deve ser
associado ao uso de medicamentos que inibem a COX-1 como forma de tratamento para pessoas
que ja tiveram problemas cardiovasculares. Outros medicamentos que atuam sobre outras vias
de ativacao plaquetaria tem algumas restri¢cGes de uso como idade, doencas pré-existentes e alto
custo (Abdulsattar et al., 201; Van der Meijden & Heemskerk, 2019).

Desta forma existe a necessidade de se buscar novas moléculas para avaliacdo
antiplaquetaria para o desenvolvimento de farmacos que possam agir sob varios alvos

moleculares envolvidos nos processos de ativacdo plaquetaria. Dentro deste contexto, a



21

natureza ¢ uma fonte promissora de moléculas que podem ser avaliadas. A literatura traz varias
classes de metabolitos secundarios (Lee et al., 2005; Kim et al., 2010; Zhao et al., 2018; Kim
et al., 2019; Zaragoza et al., 2021) que ja foram avaliados e alguns deles foram alvo para o
desenvolvimento de farmacos como o vorapaxar que teve parte da estrutura baseada na estrutura
do produto natural himbacine, extraido da Australian magnolia, que apresenta atividade
antiplaquetaria (Frampton, 2015).

Um produto natural também com similaridade estrutural ao himbacine é a taiwanina C
que, segundo alguns trabalhos publicados (Ban et al., 2012; Lin et al., 2017), também apresenta
acdo sobre as COXs (Figura 2). A taiwanina C é uma lignana arilnaftalénica extraida da
Taiwania cryptomerioides Hayata, planta asiatica e endémica em Taiwan (Tsao et al., 2021). A
extracdo da taiwanina C a partir desta planta tornou-se muito dificil depois da proibicéo pela
China e Taiwan, de qualquer tipo de uso. Assim, existem varias rotas sintéticas para a sintese
total da taiwanina C, mas as etapas reacionais envolvidas nessas rotas tém baixos rendimentos,
utilizacdo de reagentes de dificil obtencdo e formacdo de subprodutos. Todos esses fatores
tornam essas sinteses pouco eficientes na obtencéo dessa lignana (He et al., 2014; Park et al.,
2014; Cow et al., 2020; Park et al., 2020; Park et al., 2021).

Figura 2. Estrutura da taiwanina C, himbacine e vorapaxar

o
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Taiwanina C Himbacine Vorapaxar

Fonte: Préprio autor.

Portanto, para contribuir com o estudo sobre o potencial antiplaquetario da taiwanina C,
este trabalho teve por objetivo sintetizar a taiwanina C de forma mais eficiente do que as rotas

sintéticas descritas na literatura através da proposta de duas rotas sintéticas, avaliar sua


https://jwoodscience.springeropen.com/articles/10.1186/s10086-021-01947-x#auth-Nai_Wen-Tsao
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atividade antiplaquetaria in vitro usando como agonista o acido araquidénico, que atua
diretamente na via da COX-1, e 0 TRAP-6 que atua na via da PAR-1. O mecanismo de acdo da
taiwanina C foi investigado utilizando como alvos moleculares a COX-1, COX-2 e PAR-1. Os
estudos de docking molecular foram realizando através do programa GOLD visando o
entendimento do modo de ligagdo da taiwanina C com essas proteinas utilizando como modelos
de interacdo a indometacina e o vorapaxar, respectivamente, para as interaces com a COX-
1/COX-2 e PAR-1,
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1. Sangue

O sangue é um fluido corporal que percorre o sistema circulatorio em animais
vertebrados; formado por uma porcdo celular de natureza diversificada. Em animais
vertebrados o sangue, tipicamente vermelho, é geralmente produzido na medula éssea. O
sangue tem como fungdo a manutencao da vida do organismo no que tange ao transporte de
nutrientes, excretas (metabolitos), oxigénio, gas carbonico, hormdnios, anticorpos, e demais
substancias ou corpusculos cujos transportes se facam essenciais entre os mais diversos e
mesmo remotos tecidos e 6rgdos do organismo (Conley & Schwartz, 2020).

O sangue é formado por diversos tipos de células, que constituem a parte "sélida" do
sangue, cada tipo com anatomia e funcbes proprias; essas imersas em uma parte liquida
chamada plasma. As células sanguineas sdo classificadas em trés grupos basicos: os leucocitos
ou glébulos brancos, que sdo células de defesa integrantes do sistema imunitério; as hemacias,
glébulos vermelhos ou eritrocitos, responsaveis pelo transporte de oxigénio; e as plaquetas,

responsaveis pela coagulacao sanguinea (Sharma & Sharma, 2021).

1.2. Plaquetas

As plaquetas sdo formadas na medula 6ssea por segmentacao do citoplasma das células
conhecidas como megacariocitos, as maiores células da medula. As plagquetas sanguineas sdo
as menores células do sangue, com um didmetro médio de cerca de 2 a 4 um. Embora muito
mais numerosas (150.000 a 400.000 por m®) do que os gldbulos brancos, elas ocupam uma
fracdo muito menor do volume do sangue devido ao seu tamanho relativamente pequeno. Como
as hemacias, as plaquetas carecem de nucleo e sdo incapazes de divisdo celular (mitose), mas
apresentam metabolismo e estrutura interna mais complexos do que as hemacias. Quando vistas
ao microscopio apresentam filamentos semelhantes a fios de cabelo saindo de suas membranas
(Figura 3). Elas aderem umas as outras, mas ndo a globulos vermelhos e globulos brancos. Os
granulos minusculos dentro das plaguetas contém substancias importantes para a atividade de

coagulagdo sanguinea (Conley & Schwartz, 2020).
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Figura 3. Plaquetas e agregacdo plaquetaria

Fonte: https://www.istockphoto.com/br/fotos/plaqueta-sanguinea.

A funcdo das plaquetas estd relacionada a hemostasia, prevencdo e controle do
sangramento. Quando a superficie endotelial (revestimento) de um vaso sanguineo € lesada, a
ruptura do vaso expde o tecido conjuntivo subjacente. As plaquetas aderem ao colageno
presente neste tecido através de uma proteina plasmatica secretada pelas células endoteliais e
pelas plaquetas (o factor de von Willebrand). Apds a ligacdo das plaquetas ao colageno uma
série de substancias (ativadores) comecam a ser liberadas como ADP, TXA: e trombina. Esses
ativadores atuam iniciando a agregacao de plaguetas em um trombo crescente por meio da agédo
de vérias vias de sinalizagdo mediadas pela proteina G. Uma mudanga na forma das plaquetas
é a resposta inicial ao TXAz (Rucker & Djamoom, 2020).

Estas substancias agem sobre as proprias plaquetas alterando o metabolismo, forma e
proteinas superficiais, num processo chamado de agregacao plaquetaria (Guyton & Hall, 2006).

A resisténcia normal das membranas capilares ao vazamento de hemaécias (sangue)
depende das plaquetas. A deficiéncia no processo de agregacdo plaquetaria afeta a resisténcia
das paredes capilares e consequentemente pode ocorrer sangramento anormal dos capilares, de
forma espontanea ou por pequenas lesbes ocorridas de forma externa (Guyton & Hall, 2006).

A secrecdo do TXA: estimula a formagéo do trombo, porém a expansdo descontrolada é
impedida pela secre¢do continua de prostaciclinas pelas células endoteliais sas que rodeiam a
lesdo. As prostaciclinas inibem a agregacao plaquetéria pelo aumento nos niveis de AMP ciclico
(Yusuf et al., 2019).
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1.3. Papel das plaquetas na homeostase e trombose

A trombose seja genética ou adquirida, é a formacao de um coagulo que obstrui o fluxo
sanguineo podendo ocasionar isquemia ou infarto dos 6rgédos, consequéncia de leséo vascular,
ativacdo do processo de coagulacdo e de distdrbios da corrente sanguinea (De Wit et al., 2014).

Porém, o endotélio vascular impede continuamente que as plaquetas sofram processos de
ativacdo por meio de varios mecanismos, dos quais 0s mais bem estudados sdo:
ectonucleotidases (que degradam ATP e ADP), trombomodulina (que inativa trombina), a
liberagdo de prostaglandina I2 (prostaciclina PGIl2) e oxido nitrico. PGlz2 e o 6xido nitrico
suprimem a maioria dos processos de ativacdo plaquetaria, incluindo adesdo, formacédo de
pseudopodes, secrecdo, agregacdo e atividade pré-coagulante. O prevalecente conceito é que
essa supressao € prejudicada em locais de lesdo vascular, por erosédo ou ruptura de uma placa
aterosclerédtica ou por inflamacdo vascular (citocina e liberacdo do fator de von Willebrand
(VWF) (Van der Meijden & Heemskerk, 2019).

A figura 4 ilustra as principais vias de sinalizacdo da ativacdo plaquetaria sendo que 0s
receptores das plaquetas sdo ordenados no sentido horario de acordo com os estagios de
aumento da ativacdo plaquetaria em: A) A inibicdo plaquetaria ocorre via 6xido nitrico (NO) e
prostaglandina Iz (PGI2) receptor IP, age via guanilato ciclase (GC) e adenilil ciclase (AC), com
subsequente ativacdo de proteina quinase G (PKG) e proteina quinase A (PKA),
respectivamente. B) A ativacdo plaquetaria € iniciada pela interacdo de receptores de adesédo
(integrinas a6B1, a2p1, allbB3 e glicoproteina (GP) Ib - V - IX complexo) com seus ligantes,
como colageno e fator de von Willebrand (VWF). A sinalizacdo por meio desses receptores é
limitada neste estagio e envolve varios pequenos reguladores de proteina G (SGRs), quinases
da familia SRC (SFKs) e quinases de proteina serina / treonina (STKs). C) A liberacdo dos
agonistas soltveis ADP e tromboxano Az (TXA) leva & ativacdo dos purinoceptores P2Y12 e
P2Y1 e do receptor TXA2 (TP). P2Y 12, atuando através da proteina G Gai, que inibe a AC,
mas estimula as fosfoinositideo 3-quinases (P13Ks). P2Y1 e TP sinalizam através das proteinas
Gaq seguidas por estimulacdo da fosfolipase CB (PLCP), induzindo a liberagio de Ca®* no
citoplasma, ativacdo da proteina quinase C (PKC) e outros eventos. Os receptores TP também
estimulam as proteinas Gal2 / 13, desencadeando a ativagdo da proteina quinase associada a
Rho (ROCK), implicada na mudanca e disseminacdo da forma das plaquetas. D) Amplificacéo

da ativagdo plaquetdria. O GPVI e o receptor 2, semelhante & lectina do tipo C (CLEC>),
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induzem a uma forte sinalizacdo através das vias da proteina tirosina quinase envolvendo as
proteinas SFK e SYK que resultam na ativagdo de PIsK e PLCy e liberagdo de Ca?* no
citoplasma. E) A trombina é um forte agonista plaquetéaria e ativa os receptores acoplados a
Gaq PAR-1 e PAR-4 (PAR-3 e PAR-4 em camundongos). F) Alterages conformacionais de
integrinas, incluindo allbB3, de um estado de baixa afinidade para um estado de alta afinidade
para seus ligantes, em parte a jusante de PLC, PKC e PI3K, e envolvendo CalDAG - GEFI (Ca?*
- e nucleotideo de guanina regulado por diacilglicerol- fator de troca I). Esta via inclui outros
SGRs (RAS3A e RAP1B) e moléculas de sinalizagdo ligadas ao citoesqueleto (isoformas kindlin
e talin). G) A liberagio do TXA: é mediada pela ativacdo dependente de Ca®* e dependente de
proteina quinase da fosfolipase Az citosolica (CPLA?) e ativacdo da ciclooxigenase 1 (COX-1).
H) A inducdo da secre¢dio do granulo o e do granulo & por fortes agonistas depende de Ca
PKC e envolve os complexos SGR e receptor SNAP (SNARE). H) O balonamento da
membrana plaquetéria e a exposicdo a fosfatidilserina (PtdSer) ocorrem em resposta a
combinacdes de agonistas de alta mobilizacdo de Ca?*, mediados pelo canal idnico anoctamina
6 (ANOe). A degradagdo intracelular de proteinas é mediada pela calpaina 2, PIP3 e
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato.

Figura 4. Principais eventos de sinalizacéo e respostas durante a ativacdo plaquetaria
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Recentes estudos de fluxo sanguineo indicaram que col&genos fibrilares (tipo I e tipo 1),
presente na camada vascular intima e média e nas placas ateroscleroticas, estdo entre as
substancias mais potentes no processo de ativacdo de plaquetas. Esta comprovacdo explica
porque em lesdes vasculares mais profundas ou desintegracdo de uma placa aterosclerética
ocorre a formagédo completa de trombo oclusivo (De Witt et al., 2014).

Modelos de trombose animal indicam ainda que a ativacdo plaquetaria induzida por
colageno e a formacéo de trombos sdo bastante aumentadas pela trombina gerada via fator de
tecido. O fator de tecido € altamente expresso nas células do musculo liso subendotelial e
macrofagos, e em extensdo limitada também no endotélio inflamado. No que diz respeito a
hemostasia, este estudo suporta um modelo multi-hit em que, além da trombocitopenia, outro
gatilho (como inflamacdo) é necessario para o sangramento ocorrer (Boulaftali et al., 2014).

Durante o desenvolvimento de um trombo, as plaquetas incorporadas sao expostas de
forma diferente ao colageno e a trombina, o que contribui para a heterogeneidade em respostas
plaquetérias (Figura 5). A heterogeneidade em composicao do trombo é promovida por fatores
extrinsecos (ambientais), como a dindmica do fluxo sanguineo, ambiente vascular, e
disponibilidade local de agonistas plaquetarios e por fatores intrinsecos especificos das
plaquetas (Van der Meijden & Heemskerk, 2019).

Figura 5. Fatores ambientais e plaquetarios influenciando a heterogeneidade plaquetaria no
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1.4. Agentes antiplaquetarios

Os agentes antiplaquetarios sdo farmacos que promovem a inibicdo das funcdes
plaquetérias atraves de diferentes vias metabdlicas, com destaque para a inibicdo da
ciclooxigenase, da tromboxano sintetase e da fosfodiesterase. Também sofrem agéo as vias de
inibicdo do ADP e da ligacéo do fibrinogénio com receptores das glicoproteinas I1b/llla, a dos
antagonistas dos receptores das glicoproteinas 11b/ Illa e inibidores de agonistas especificos
como a trombina, serotonina e adrenalina (Patrono et al., 2001; Castro et al., 2006).

Os medicamentos atuais usados contra a agregacao plaquetaria ttm uma boa resposta
farmacologica (Tabela 1) e muitas vezes o tratamento € realizado pela combinacao de dois ou

mais medicamentos que atuam em diferentes vias metabolicas, porém ainda com efeitos

colaterais indesejados (Van der Meijden & Heemskerk, 2019).

Tabela 1. Medicamentos antiplaquetarios e alvos bioldgicos

Farmacos
Alvos atuais
COX1 (aspirina e AINES)

P2Y12 (cloridogrel e prasugel)
P2Y 12 (ticagrelor)

Integrina allbB3 (abciximab,
eptifibatida e tirofiban)

PAR1 (vorapaxar)

Alvos potenciais
Fator Xa ou trombina

GPIb-V-IX
GPVI e CLEC2 (revacept)

TKIs (> 20 drogas)

PI3KBe PDI

Ecto-nucleotidases
PAR-1 e PAR-4 (pepducinas)

Mecanismo inibitorio

Formacdo TXA:bloqueada (autdcrina)
Receptores ADP irreversivelmente inibidos
Receptores ADP reversivelmente inibidos
Integrina allbB3 bloqueada (agregacao)

Receptores de trombina bloqueados
(coagulacéo)

Coagulacdo suprimida (anticoagulantes)

Adeséo bloqueada ao VWF (dependente do
fluxo)

Receptor de sinalizacdo semelhante a ITAM
bloqueado

Sinalizacdo semelhante a ITAM bloqueada
(SFK, BTK e SYK)

Integrina alIbf3 inibida (agregacéo)
ADP e ATP autécrino inativado

Receptores de trombina bloqueados
(coagulacéo)

Fonte: Van der Meijden & Heemskerk (2019).
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Os diferentes farmacos atuam em varias vias de ativacdo plaquetaria ja estudadas como
adesdo, sinalizacdo, secrecdo, atividade pro-coagulante e interagdo com componentes de
coagulacdo. Entretanto, muitas outras vias podem ser utilizadas como alvos moleculares para o
desenvolvimento de novos farmacos antiplaquetarios que sejam eficazes, com menos efeitos
colaterais e mais acessiveis em relagdo a custo (Chiarito & Stefanini, 2021).

Neste sentido a utilizacdo de estudos de docking molecular utilizando como alvos
moleculares proteinas envolvidas nessas vias de sinalizacdo pode ser ferramenta muito
importante para a selecédo e design de compostos com potencial antiplaquetario para estudos in

vitro e in vivo.

1.5. Docking molecular

Apbs o desenvolvimento dos primeiros algoritmos na década de 1980, o docking
molecular tornou-se ferramenta essencial de virtual screening na descoberta de medicamentos
com base na estrutura, devido a sua capacidade de prever, com certo grau substancial de
precisdo, a conformacéo de ligantes de pequenas moléculas dentro do local de ligacéo do alvo
apropriado (Ferreira et al., 2015).

O estudo de docking molecular, pode ser feito por meio de programas como DOCK,
AUTODOCK, GOLD e FLEX, que buscam solu¢des com base nos algoritmos deterministicos
ou estocasticos. Os algoritmos de docking molecular executam previsdes quantitativas de
energia de ligacdo, fornecendo classificacBes de compostos acoplados com base na afinidade
de ligacdo de complexos ligante-receptor, e as correspondentes interagdes intermoleculares que
estabilizam o complexo ligante-receptor podem ser convenientemente realizadas. Tais estudos
sdo importantes, ndo s6 do ponto de vista teodrico, para explicar a relagdo entre a estrutura do
ligante e a funcdo da proteina, mas também em termos de aplicacOes préaticas, pois permitem
interpretar o processo de transporte e eficacia terapéutica dos farmacos, e faz com que sejam
escolhidas as moléculas que demonstrarem, in silico, ter maior afinidade com o receptor antes
mesmo da realizagdo de ensaios in vitro e/ou in vivo (Sochacka, 2014).

As solugdes apresentadas pelo programa GOLD, se baseiam em um Algoritmo Genético
(AG) de método estocastico, aplicando conceitos da teoria da evolucdo e selecdo natural de

Darwin, reproduzindo maultiplas cépias de um modelo flexivel do ligante no sitio ativo do
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receptor (proteina) e recombinando segmentos destas cOpias aleatoriamente até que um
conjunto convergente de estruturas seja gerado (Borges, 2006).

A selecdo da pose é acompanhada pelo uso de funcéo de pontuacdo, como a ChemScore
que leva em consideracdo o AG (energia livre de Gibbs), a area de contato hidrofébico-
hidrofdébico, ligagdo de hidrogénio do complexo, da energia interna do ligante e da energia
torsional, criando assim um ranking das melhores poses dos modelos de interacdo proteina-
ligante obtidos (Verdonk et al., 2003).

As técnicas de docking molecular fornecem estimativas da energia livre de ligacao entre
a proteina e o ligante, antes mesmo que esses sejam sintetizados, sendo que 0S custos
computacionais com esses estudos sao bem menores, se comparados aos gastos laboratoriais
para sintetizar e testar farmacologicamente varias substancias (Rodrigues et al., 2012).

Essa abordagem nos permite caracterizar o comportamento de pequenas moléculas no
sitio de ligacdo das proteinas alvo, e elucidar as interagdes moleculares, basicamente em duas
etapas: (1) predicdo da conformacdo, posicédo, orientacdo do ligante dentro dos sitios e (2) de
avaliacdo da afinidade de ligacdo. A ferramenta de docking molecular também pode ser
utilizada para realizar uma triagem virtual de grandes bibliotecas de compostos, classificar
resultados e propor hip6teses estruturais de como os ligantes se ligam aos alvos (Meng et al.,
2011).

As interacOes entre o farmaco e alvo proteico se dao através de forcas intermoleculares
do tipo dipolo, dipolo induzido e permanente. Dentre as forcas dipolo-dipolo permanente as
mais comuns nesses sistemas sao as ligacdes de hidrogénio e as dipolo-dipolo induzidos podem
ser forgas de Van Der Waals (Florence & Attwood, 2011).

No estudo de docking, o objetivo ¢ modificar o “modus operandi” do sistema enddgeno
para obter o efeito desejado, sendo que o ligante é selecionado para ter acdo agonista ou
antagonista da proteina alvo selecionada, cujas propriedades biolégicas sdo conhecidas, assim
como em estudos da relacdo estrutura-atividade dos compostos modelando as estruturas
previamente analisadas para analisar as novas interacdes, permitindo que haja saida ou entrada
de novos grupos quimicos na molécula e assim modifiqguem as potenciais propriedades
bioldgicas (Lu et al., 2011).

O processo de docking pode ser realizado basicamente em cinco etapas (Figura 6): a
primeira delas é o planejamento do experimento in silico, ou seja, a escolha dos receptores e

ligantes a serem empregados no estudo; a segunda etapa € a selecdo do sitio de ligacéo e raio
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da esfera de trabalho, que serdo essenciais para determinar a regidao especifica em que a melhor
colocacdo do ligante deveréa ser buscada; a terceira etapa envolve a realizacdo do experimento
computacional com objetivo de formar complexos entre ligante e proteina, uma vez executado
o calculo, o protocolo utilizado deve ser validado, ou seja, deve-se verificar a acuracia desse
protocolo, o que significa verificar se as fungdes de busca e pontuacdo aplicadas foram capazes
de reproduzir poses compativeis com dados experimentais (quarta etapa). Caso o protocolo ndo
tenha sido capaz de reproduzir tais dados, deve-se retornar aos passos 2 e 3 para a realizacédo
dos devidos ajustes dos parametros e dos calculos. Caso o protocolo tenha sido validado, segue-
se entdo para a andlise dos resultados obtidos no experimento, levando em conta as poses em
tela gréfica, os escores resultantes dos céalculos, analise detalhada das interaces receptor-
ligante, utilizando telas graficas, e sua correlacdo com dados experimentais (Caracelli et al.,
2018).

Figura 6. Etapas para realizagdo de Docking Molecular

l. Docking Passo 1:
molecular Preparagao de
ligantes e alvo
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2 g 1

Passo 3: L4
Calculo de Docking

|

Passo 5: " ‘ Passo 4:
PP Analise dos Validagdo do
Validacéao —
v ¢ resultados protocolo

Fonte: Préprio autor.

Antes, de iniciar os calculos de docking, com as amostras, € necessario validar a
simulacéo (redocking - reproducédo da estrutura do complexo cristalografico ligante-proteina
utilizando o docking molecular), para a determinacdo dos parametros a serem utilizados nos

calculos, como a escolha do sitio de ligacdo e o raio da esfera que sera utilizado, de forma que
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todos os residuos de aminoacidos importantes para a inibi¢dao sejam incluidos (Caracelli et al.,
2018).

Tendo como exemplo as ciclooxigenases, o redocking (COX-1-Celecoxibe (PDB ID
3KK6) e COX-2-Rofecoxibe (PDB ID 5KIR) é realizado pelo programa GOLD 5.1 para o
alinhamento das respectivas COXs através dos programas MUSCLE e SWISS-MODEL, onde
os complexos cristalograficos das proteinas sdo inicialmente transformados em duas moléculas
isoladas, COX-1 e celecoxibe, e COX-2 e refecoxibe, respectivamente. Os complexos virtuais
proteina-ligantes sdo entdo, reconstruidos mediante docking molecular, e comparados ao
complexo cristalografico, sendo as poses coincidentes e os valores de RMSD abaixo de 2,0 A,
parametros de validacdo da estrutura (Morgon & Coutinho, 2007; Borges, 2016).

1.6. Proteina alvo

A identificacdo e validacdo de moléculas potencialmente bioativas sdo cruciais na
pesquisa de novos farmacos. Para compreender melhor sobre os principios dos mecanismos de
interacdo de uma molécula com seu ligante especifico, muitos estudos tém sido conduzidos
sobre a analise das caracteristicas droga-alvo (Feng et al., 2017).

Hung & Chen (2014), destacam que o docking molecular auxilia na compreenséo da
relacdo que a proteina alvo e o ligante possuem, bem como os efeitos bioldgicos oriundos dessa
interacéo, e possibilita 0 avanc¢o nos estudos como uma alternativa para prever alvos potenciais
ou extrair ndo alvos para testar um novo composto de forma eficiente e econémica.

Os principais alvos moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos sdo as
proteinas (principais catalisadores, elementos estruturais, mensageiros de sinalizacdo e
maquinas moleculares dos tecidos bioldgicos, receptores e proteinas de transporte) e 0s acidos
nucléicos (DNA e RNA) (Feng et al., 2017).

1.7. Ciclooxigenases como via de ativacao plaquetaria

A duas principais isoformas das ciclooxigenases sdo a ciclooxigenase-1 (COX-1) e a
ciclooxigenase-2 (COX-2). A COX-1 (Figura 7) € uma enzima constitutiva, expressa em muitos
tecidos e, sob condicdes fisiologicas, produz prostaglandinas (PGs) necessarias a modulacédo

das funcdes gastrintestinais, renais e a homeostase vascular (Orlando & Malkowski, 2016).
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Figura 7. COX-1 em complexo com o celecoxibe

Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/3KK6.

A COX-2 (Figura 8), esta presente, principalmente, no cérebro e na medula espinhal. E
induzida, em células inflamatorias, considerada a enzima que produz os mediadores da
inflamacdo da classe dos prostanoides. O gene da COX-2 é expresso em resposta a Varios
agentes pro-inflamatérios, citocinas, endotoxinas, fatores de crescimento e promotores de
tumor (Yaqub et al., 2008).


https://www.rcsb.org/3d-view/3KK6
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Figura 8. COX-2 em complexo com rofecoxibe

Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/5KIR.

As COX-1 e COX-2 sdao homodimeros contendo respectivamente 576 e 581 aminoacidos
sendo cada dimero constituido de trés unidades de dobramento independentes: um dominio
semelhante ao fator de crescimento epidérmico, um dominio de ligagdo a membrana e um
dominio enzimatico. Dentro do dominio enzimatico, existe o sitio catalitico da peroxidase e um
sitio separado, mas adjacente, para a atividade COX no &pice de um longo canal hidrofébico
(Picot et al., 1994).

A COX-1 e COX-2 sdo cerca de 60% idénticas, e as diferencas se encontram nos
aminoéacidos que revestem o sitio ativo da ciclooxigenase. A diferenca mais significativa entre
as duas isoformas € o tamanho e a forma dos locais de ligacéo do inibidor dentro do local ativo
COX. A COX-2 tem uma bolsa interna secundaria fora do local de ligacéo do inibidor que ndo
é observada na COX-1. O sitio de ligacéo do inibidor na COX-2 € 25% maior do que na COX-

1. A bolsa secundaria contribui significativamente para o0 maior volume do local de ligacdo do
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inibidor na COX-2, embora o canal central do local de ligacdo também seja 17% maior na
COX-2 do que na COX-1, devido a substituicdo na COX-2 de 11523, que existe na COX-1,
por um menor residuo de cadeia lateral a VVal523 (Oniga et al., 2017). Essa diferenca contribui
para a especificidade do inibidor. Foi demonstrado que a COX-2 é inibida por compostos que
ocupam esta bolsa adicional chamada de bolso hidrofilico (Rouzer & Marnett, 2009).

Na via onde os mediadores sdo as ciclooxigenases, o acido araquiddnico (AA) plaquetario
é metabolizado pela ciclooxigenase e convertido em prostaglandinas (PG) (Trostchansky et al.,
2019). COX é a enzima chave e limitadora da taxa na conversdao de AA em prostaglandina
PGH: que, através da enzima tromboxano sintase, é metabolizada em tromboxano Az (TXA2),
que é um potente agonista plaquetario e desempenha papel importante no aumento da ativacao
plaquetaria e promocao da formacdo do trombo (Yuhki et al., 2011; Esteves et al., 2017).

As ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) estdo envolvidas no processo de formacdo de
PGH: (Figura 9), no entanto, a producdo de TXA: plaquetéria é dependente da COX-1 (Abeles
et al., 2015).

Figura 9. Cascata do acido araquiddnico, formacéo do TXA:2
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Fonte: Adaptado de Gilman, 2005.
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O sitio da COX-1 esta enterrado profundamente no dominio catalitico e a entrada é
constituida pelos aminoacidos Arg120, Tyr355 e Glu524. A inibigdo da COX-1 esta relacionada
a interacdo do ligante com esses residuos, principalmente com a Arg120 através de ligacdes de
hidrogénio classicas. O bloqueio da entrada do sitio ativo impede o &cido araquidénico de entrar
plaquetéria (Rang et al., 2015; Tomic¢ et al., 2017). Todos os farmacos que atuam sobre a COX-
1 inibem a biossintese do TXA2 como a maioria dos AINES, porém o uso como antiplaquetarios
raramente € prescrito devido aos efeitos colaterais gastricos. O acido acetilsalicilico (ASS) é
utilizado como antiplaquetario, ou seja, evita a ativagao e agregacgdo das plaquetas para prevenir
trombose em pacientes de risco. No entanto, o FDA (Food Drugs Administration) recomenda
que o AAS seja usado apenas na prevencdo secundaria de doencas cardiovasculares como
infarto ou AVC em pessoas que correm o risco de um novo evento. Somente nessa situacéo os
beneficios da terapia superam os riscos de efeitos adversos ligados a homeostasia (Campbell et
al., 2007).

1.8. PAR-1 como via de ativagao plaquetaria

A PAR-1 (Receptor Ativado por Protease tipo 1) (Figura 10) é membro de uma familia
de receptores acoplados a proteina G que medeiam as respostas celulares a trombina e proteases

relacionadas a ativacao plaquetéria.
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Figura 10. Estrutura da PAR-1 em complexo com vorapaxar

Fonte: https://www.rcsb.org/3d-view/3VW?7.

A trombina ativa a PAR-1 por clivagem especifica do exodominio N-terminal do receptor
para gerar um novo N-terminal. Este novo N-terminal funciona entdo como um agonista ligado
ao peptideo que se liga intramolecularmente ao feixe transmembrana de sete hélices do receptor
para afetar a ativacdo da proteina G1. Em mamiferos adultos, os quatro membros da familia
PAR ligam o dano ao tecido e a geragdo local de proteases de coagulacéo ativas as respostas
celulares que ajudam a orquestrar a hemostasia, trombose, inflamacéo e talvez a reparagédo do
tecido (Zhang et al., 2012).

O receptor PAR-1 ganhou interesse uma vez que o blogueio do PAR-1 pode produzir
efeitos antiplaquetarios potentes sem afetar a capacidade da trombina de gerar fibrina e sem
inibir a ativagdo plaquetéria pelo colageno (Goto et al., 2010). Teoricamente, esta via alternativa
blogqueia a ativacdo plaquetaria durante formacdo de codgulos preservando o reparo vascular
essencial e a funcdo hemostatica protetora afetada pelos inibidores da COX-1.

O vorapaxar (Figura 2), potente inibidor da PAR-1, possui estrutura analoga a do produto
natural himbacine, é um inibidor competitivo, oralmente ativo, ndo proteico e altamente seletivo

(Abdulsattar et al., 2011; Gryka et al., 2017). Inibe a agregacdo plaquetaria induzida pelo
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peptideo ativador do receptor de trombina (TRAP) de maneira dose-dependente. Estudos pré-
clinicos indicaram que o vorapaxar nao afeta a agregacdo plaquetéria induzida por ADP, TXA:2
ou colageno e ndo altera o tempo de protrombina ou tempo de tromboplastina parcial ativada
(Abdulsattar et al., 2011). Seu uso é eficaz, geralmente associado a outro antiplaquetario, porém
apresenta também efeitos colaterais relacionados a sangramentos e efeitos sobre o sistema
nervoso central (Van der Meijdem, 2019).

Desta forma, existe a necessidade em se buscar novas moléculas que possam ser utilizadas
como alvos para o desenvolvimento de novos agentes antiplaquetarios visando melhor resposta

bioldgica associada a menores efeitos colaterais.

1.9. Produtos naturais

Durante muito tempo produtos naturais extraidos de plantas tém sido alvos para o
desenvolvimento de novos farmacos. Destes estudos surgiram moléculas como a do taxol,
artemisinina, morfina, podofilotoxina e himbacine que deram origem a farmacos em uso
atualmente para tratamento contra varias enfermidades (Chackalamannil, 2016; Atanazov et al.,
2021).

O desenvolvimento do antiplaquetario vorapaxar foi baseado no produto natural
himbacine (Chackalamannil, 2016) e muitos outros produtos naturais tém sido avaliados para
essa mesma atividade (Hirsch et al., 2017; Kim & Park, 2019; Zaragoza et al., 2021).

A taiwanina C (Figura 2) € uma lignana arilnaftalénica extraida do cerne da Taiwania
cryptomerioides que € uma planta asiatica endémica com distribui¢ao natural em Taiwan, numa

area contigua no sul da China, em Mianmar e no Vietnd (Figura 11).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Chackalamannil%2C+Samuel
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Chackalamannil%2C+Samuel
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Figura 11. Fotos da Taiwania cryptomerioides de onde se extrai a taiwanina C

Fonte: https://botanyphoto.botanicalgarden.ubc.ca/2007/12/taiwania_cryptomerioides/

A T. cryptomerioides despertou o interesse por anos devido a excelente qualidade e
durabilidade de sua madeira, além da presenca de centenas de compostos como terpendides,
lignanas, flavondides e esterdides presentes na raiz, casca, madeira e agulhas (Figura 11) (Chien
e Kuo, 2009). Porém, devido a sua raridade e crescimento lento, a T. cryptomerioides é
protegida legalmente nos locais onde ocorre tornando a extracdo legal da taiwanina C muito
dificil (Thomas & Farjon, 2011).

O interesse nesta lignana arilnaftalénica reside em suas propriedades bioldgicas (Ban et
al., 2002; Park et al., 2014; Lin et al., 2017; Park et al., 2021), e na similaridade com a estrutura
da himbacine em relacdo ao sistema triciclico e anel butirolacténico (Figura 2).

A principal atividade biolégica da taiwanina C é sua acgdo inibitdria sobre as
ciclooxigenases, a qual ja foi estudada por varios autores utilizando diferentes modelos de
ensaios bioldgicos (Ban et al., 2002; Hong et al., 2008; Lin et al., 2017; Tsai et al., 2018)

Ban et al. (2002), investigaram os efeitos da taiwanina C na producéo de PGE: induzida
por TPA em macrofagos peritoneais de rato e relataram que a producdo de PGE2 dependente
de COX-2 foi inibida pela taiwanina C com um valor de Clso de 0,23 uM, enquanto a producao
de PGE:2 dependente de COX-1 foi reduzida em 46,9% a 1 uM. Os autores também relataram
que as atividades das COX-1 e COX-2 isoladas foram inibidas pela taiwanina C (valores de
Clso: 1,06 uM e 9,31 uM, respectivamente), refletindo a inibicdo de COX-1- e COX-2,

dependente da producgdo de PGE2 no sistema de cultura de macréfagos peritoneais de ratos. Este
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resultado mostrou maior interagdo da taiwanina C com a COX-1 nos ensaios com a proteina
isolada.

Hong et al. (2008), avaliaram a producdo de prostaglandina E2 (PGE2) em macrdofagos
peritoneais de ratos na presenca de taiwanina C e analisaram seu mecanismo de acdo. Os autores
concluiram que a taiwanina C inibiu a producdo de PGE: por inibigdo direta da COX-1 e da
COX-2.

Lin et al. (2017) também relatam o potencial inibidor da expressdo de COX-2 da
taiwanina C em estudos com células de cancer oral T28 onde os niveis de COX-2 sdo
anormalmente elevados. As modulacGes na expressdo de proteinas relevantes foram
determinadas para entender o mecanismo induzido pela taiwanina C para inibir a proliferacdo
das células T28. Os niveis de EGFR e COX-2 ativados foram encontrados anormalmente
elevados nas células cancerosas. No entanto, constatou-se que a taiwanina C inibiu a ativacédo
de EGFR e regulou outras proteinas relacionadas a jusante e, assim, inibiu a proliferacdo de
celulas T28. Em conclusédo, os autores avaliam que a taiwanina C suprime COX2-EGFR e
aumenta as vias de P27 para suprimir a proliferacdo de células de cancer oral induzida por
arecolina via inativacéo de ERK1/2.

Tsai et al. (2018), usaram uma linha celular tumoral T28 e uma linha celular ndo tumoral
N28 derivada de modelos OSCC de camundongos para estudar o efeito da taiwanina C na
expressdo de COX-2 associada a PGE: e reguladores do ciclo celular. No estudo realizado
constatou-se que a expressdo da proteina p21 foi ativada pela taiwanina C, que as proteinas
regulatérias do ciclo celular foram reguladas negativamente, a apoptose foi elevada e o
mecanismo de sobrevivéncia p-PI3K / p-Akt foi regulado negativamente em células de cancer
oral T28. A partir dos resultados encontrados os autores enfatizaram o potencial terapéutico da
taiwanina C contra o cancer oral induzido por arecolina.

Como as COXs séo enzimas chaves diretamente envolvidas na produgdo do TXA:2 (Yuhki
et al., 2011; Esteves et al., 2017) e que a taiwanina C tem potencial inibitorio sobre as COXs
essa lignana pode ser uma forte candidata para ensaios de atividade antiplaquetéria.

Apesar de ser uma lignana de grande importancia devido as suas propriedades bioldgicas
ela é encontrada na T. cryptomerioides em diferentes quantidades, sendo que as maiores
quantidade se encontram nas camadas mais interna do tronco que varia de 7 pg/g de madeira
na camada SW até 95 ug/g de madeira na camada P (Figura 12). Portanto, a quantidade

necessaria da lignana para a realizacao de ensaios bioldgicas demandaria uma quantidade muito



41

grande de madeira 0 que devida a protecdo da espécie tornaria esses estudos praticamente
impossiveis de serem realizados, por isso a melhor maneira de se obter a taiwanina C é através

da sintese total.

Figura 12. Cones de crescimento e se¢éo transversal coletados de um T. cryptomerioides de 30
anos. SW, Sapwood — porcdo mais clara da madeira; TZ, zona de transicdo; hW-1, cerne

externo; hW-2, cerne interno; P, medula

Fonte: Tsao et al., 2015.

1.10. Sintese da taiwanina C

Muitas sdo as estratégias para a extracdo de metabdlitos secundarios de plantas, porém
muitos destes sdo produzidos em pequenas quantidades o que dificulta a realizacdo de ensaios
in vivo. Desta forma, uma das estratégias para obtengdo de metabolitos secundarios em maior
quantidade é a sintese parcial ou total da molécula alvo. Porém nem sempre é possivel
desenvolver rotas sintéticas que sejam efetivas e acessiveis. Além disso algumas moléculas
possuem estruturas muito complexas com longas cadeias carbonicas, varios sistemas ciclicos e
inimeros centros assimétricos o que demanda uma sintese com muitas etapas e alto custo
dificultando sua execucéo (Chang et al., 2000).

No caso da taiwanina C a sintese total € uma das melhores op¢des, visto que sua extracdo

da T. cryptomerioides foi proibida. Devido a sua raridade e crescimento lento, a T.
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cryptomerioides é protegida legalmente nos locais onde ocorre tornando a extracdo legal da
taiwanina C muito dificil (Thomas & Farjon, 2011).
Desta forma, varias sdo as propostas de rotas sintéticas para a obtencdo dessa lignana
como as descritas por Cow et al. (2000), He et al. (2014), Park et al. (2014) e Park et al. (2020).
Park et al. (2014), sintetizaram a taiwanina C depois de 7 etapas, obtendo rendimento
global de 45%, porém contando somente as duas Ultimas etapas de reagdo. Essa sintese segundo
0s autores tem baixo rendimento na obtencdo de alguns intermediarios o que a torna menos

eficiente (Esquema 1).

COOH
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CHO a 0 XN Br b, O
C —< g
0 0 Br 0
@ (2) 3)

“) (©))

Taiwanina C

Esquema 1. Sintese de taiwanina C por Park et al. (2014). Reagentes e condicdes: (a) PPhs,
CBra, CH2Clz, rt (b) n-BuLi, THF, -78 °C, entdo CICO2Me, -78 °C a rt (c) K2COs, EtOH, rt (d)
Trietil fosfonoacetato, NaH, THF, 0 °C (e) DIBAL-H, CH:Clz, -78 °C; (f) DCC, CHClz; (g)
Ac20, MW, 140 C; (h) DDQ.
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Em outro estudo, He et al. (2014) desenvolveram um protocolo para a sintese total da
taiwanina C partindo de 2-(feniletinil) benzonitrila, com rendimento de 42%, mas sem
contabilizar o rendimento das etapas de preparo dos reagentes. Esta rota apesar de conter poucos

passos € uma rota que envolve alguns reagentes de alto custo e por isso mais dispendiosa

(Esquema 2).
P OH 0
; - o<
< EtO OZnBr o
[e) —_—
CN
a NH,
) (©)]
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< o
o)

o,
Reomaea

an
Esquema 2. Sintese da taiwanina C por He et al. (2014). (a) THF (b) NaNOz, HCI 0 °C (c) KI
(d) Pd (OAC)z2, PPhs, Cs2COs, 1,4-dioxano.

Taiwanina C

O

O

Outras rotas sintéticas desenvolvidas para a obtencéo de lignanas arilnaftalénicas além de
conter vérias etapas reacionais fornecem a mistura da taiwanina C (18%) e da justicidina E

(73%), seu retro isbmero, como na rota descrita por Park et al. (2020) (Esquema 3).
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Esquema 3. Sintese de lignanas arilnaftalénicas por Park et al. (2020).

Devido a importancia bioldgica dessa lignana, outros métodos de sintese tornam-se
necessarios visando a obtencdo da taiwanina C de forma mais rapida e eficiente do que as
metodologias descritas na literatura.

Aliado a importancia quimica dessa lignana, seu efeito sobre as COX torna esse composto

um interessante alvo para a sua avalia¢do antiplaquetaria.
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2 OBJETIVOS

2.1. Obijetivo geral

O objetivo do trabalho foi sintetizar a taiwanina C através de uma nova rota sintética e

avaliar a atividade antiplaquetaria utilizando ensaios in vitro com plaquetas humanas.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar duas possiveis metodologias sintéticas para a obtencdo da taiwanina C (Esquema
4);

- Avaliar a atividade da taiwanina C através de ensaios in vitro usando plaquetas humanas
na presenca dos agonistas acido araquidénico e TRAP-6;

- Estudar os mecanismos de a¢do da taiwanina C sobre as COXs e a proteina PAR-1, ambas

envolvidas nas vias de ativacao plaquetaria, através de docking molecular.
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M 0 @
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Rota 1 MeOH Rota 2 o
O CO,Me MeOH 0 N CO,Me B — 0 O\|
<O:©/\[ < < D/\[ 1) KOH etanol \ o
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®
) @3) 3) HCI
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Q  om
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(6] —\ (@)
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Esquema 4. Rotas sintéticas para obtencdo da taiwanina C.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Os reagentes e solventes foram adquiridos de fontes comerciais e usados sem purificacdo
adicional. O acido araquiddnico (AA, cat.90010) e o receptor-mimético da trombina (TRAP-6,
cat. 24125) foram fornecidos pela Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EUA). Todas as rea¢des
néo aquosas foram realizadas sob condigdes anidras usando atmosfera de nitrogénio e solventes
anidros da Sigma-Aldrich. Todas as reacfes assistidas por micro-ondas foram realizadas no
reator Discover Reflux (CEM corporation, 200 W) com energia de irradiacdo continua de 0 a
200 W em vaso aberto. A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em placas de
silica gel 60F254 da Merck e visualizada por irradiacdo UV 365 nm. A cromatografia foi
realizada em silica gel 70-230 mesh (Merck) utilizando misturas de hexano e acetato de etila
em diferentes proporcdes. Os espectros de RMN de *H e *C foram determinados em um
espectrometro Bruker ARX 400 ou 500 MHz em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO ds) ou
cloroférmio deuterado (CDCIs) usando o software de processamento de dados de RMN
SpinWorks 4. Os valores de deslocamento quimico (8) estdo em ppm, constantes de
acoplamento (J) estdo em Hz e os padrdes de divisdo de prétons sdo descritos como s (singleto),
d (dupleto), dd (dupleto de dupletos), t (tripleto) e m (multipleto). A analise elementar foi
realizada em um Analisador Elementar Thermo Scientific FlashSmart usando como padrdo 2,5-
Bis (5-terc-butil-benzoxazol-2-il) tiofeno.

3.2. Sinteses

3.2.1. Rota sintética 1

3.2.1.1. Metodologia de sinteses para obtencéo do &cido (E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-
(metoxicarbonil)but-3-enoico (3)
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A um baldo de 50 ml adaptado com condensador de refluxo, agitacdo magnética e sob
atmosfera de nitrogénio, foram adicionados 20 ml de metanol anidro e 1,8402 g (0,08 mol) de
sodio metalico (pequenos pedacos por vez). Apos completa dissolucdo do sédio metélico a
solucdo foi refluxada e 15,476 g (0,106 mol) de succinato de dimetila foram adicionados.
Depois de 15 minutos sob refluxo uma solugédo de 11,4004 g (0,076 mol) de piperonal em 15
ml de metanol anidro foi adicionada ao frasco reacional. A reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada. Apds 5 horas de agquecimento sob refluxo, a mistura
reacional foi resfriada e acidificada com uma solucdo de HCI (6 M). O metanol foi evaporado
sob pressao reduzida e o residuo foi extraido com diclorometano. Extraiu-se a fase orgéanica
com solucdo aquosa de bicarbonato de sédio a 10% e acidificou-se a fase aquosa com acido
cloridrico concentrado até pH 1. Neste momento ocorreu a decantacdo de um éleo amarelo que
foi extraido com diclorometano. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro e
filtrada. A evaporagdo do solvente forneceu o produto como um sélido amarelo que foi
purificado a partir de vérias recristalizagdes em metanol. A estrutura foi determinada por RMN.

3.2.1.2. Metodologia de sintese para obtencéo do acido 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-4-

metoxi-4-oxobutanoico (4)

H M
omCOzMe 2 Oj@/\[coz e
< - <
0 CO,H Pd©) o CO,H
3 4

A uma autoclave de aco inox foram adicionados 2,5081 g (9,5 mmol) do acido 3, 25 ml
de metanol anidro e 0,1003 g de paladio sobre carvao (5%). A autoclave foi fechada e a
suspensdo submetida a 10 atm de Hz a temperatura ambiente sob agitacdo e, apds 24 horas
(CCD) foi filtrada atraves de celite e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O 6leo

obtido foi dissolvido em metanol a quente e apds resfriamento ocorreu a precipitacdo de um
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solido branco. Esse sélido foi filtrado e seco sob pressdo reduzida. A estrutura foi determinada
por RMN.

3.2.1.3. Metodologia de sintese para a obtencdo da 4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
ilmetil)diidrofuran-2(3H)-ona (5)

1) KOH etanol O
CO,Me 2) CaCl,, NaBH,

I 0T o
0 cou DI

\-O

Em um baldo de 25 ml sob atmosfera de N2 foram adicionados 0,6781 g (2,55 mmol) do
acido 4, 15 ml de etanol absoluto, 1 gota de fenolftaleina e 0,146 g (2,6 mmol) de KOH. A
mistura foi agitada por 15 minutos & temperatura ambiente até a viragem do indicador para o
pH basico (coloracédo rosa) indicando a formacao do sal. Em outro baldo sob atmosfera de N2
foram adicionados 0,6882 g (6,2 mmol) de CaClz e 50 ml de etanol absoluto, a sequir a mistura
foi resfriada a -10°C e, vagarosamente, foram adicionados 0,3745 g (9,9 mmol) de NaBHa4
dissolvidos em 30 ml de etanol absoluto. A mistura reacional foi agitada a -10°C por 30 minutos
e, depois disso, o sal de potassio do acido 4 foi adicionado. A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente por 5 horas e entdo acidificada com uma solucédo de HCI (6 M). A esta
mistura foi adicionada agua destilada até que a solugéo se tornasse clara (20 ml). O etanol foi a
seguir removido sob pressdo reduzida e a fase aquosa extraida com diclorometano. As fases
foram separadas e fase organica foi lavada com agua, seca com sulfato de magnésio anidro e
filtrada. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o 6leo obtido foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, usando como eluente uma mistura de hexano: acetato de

etila (7:3), fornecendo o produto como um 6leo incolor. A estrutura foi determinada por RMN.
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3.2.1.4. Metodologia de sintese para a obtengado da 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il(hidroxi)metil)-
4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)diidrofuran-2(3H)-ona (6)

0 LDA

Piperonal 0
O _—
3
s o 84

Em um baldo de 25 ml sob atmosfera de nitrogénio e mantido a 0 °C, foram adicionados
5 ml de THF anidro, 0,183g (1,82 mmol) de diisopropilamina e 1,2 ml de uma solucéo de n-
butil-litio (1,5 M em n-hexano; 1,82 mmol). Apds 15 minutos a solu¢éo foi resfriada a —78 °C
e a sequir a ela foi adicionada uma solucdo de 0,2002 g (0,91 mmol) da lactona 5 dissolvida em
1 ml de THF. Apos a formacdo do enolato (1 hora de agitacdo), 0,136 g (0,91 mmol) de
piperonal dissolvido em 2 ml THF foram adicionados a mistura reacional. A reacdo foi
acompanhada por CCD constatando-se a formacdo de dois produtos com fator de retengédo
muito proximos apos 4 horas de reacdo a -78 °C. A mistura reacional foi entdo tratada com
solugdo saturada de NH4Cl e extraida com acetato de etila. As fases foram separadas e a fase
organica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e o solvente removido sob pressdo
reduzida para a obtencdo de um 6leo amarelo que foi purificado por cromatografia em coluna
de silica gel usando como eluente uma mistura de acetato de etila: hexano (6:4). Foram obtidos
2 isdbmeros que foram separados por recristalizacdo em metanol. O isdmero solido obtido apds

recristalizagdo teve sua estrutura determinada por RMN.

3.2.1.5. Metodologia de sintese para a obtencdo da 5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-
5,5a,8,8a,9,9a-hexahidrofuro[3',4":6,7]nafto [2,3-d][1,3]dioxol-6(4aH)-ona (7)
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A um baldo de 5 ml de fundo redondo contendo 0,0500 g (0,135 mmol) do composto 6
(mistura dos isdbmeros) foram adicionados 2 ml de CFsCO2H. A reagéo foi acompanhada por
CCD e apds 12 h de agitacdo a temperatura ambiente o solvente foi removido e o residuo lavado
com hexano: acetato de etila (8: 2). A estrutura do produto obtido apos purificagdo foi

determinada por RMN.

3.2.2.6. Metodologia de sintese para a obtencdo da taiwanina C

(0]
O/\ /\O
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K (0]
SO0 UL
O
7

Taiwanina C

A um bal&o de fundo redondo de 5 ml contendo o 0,035 g (0,10 mmol) do composto 7 e

3 ml de etanol absoluto foram adicionados 4 equivalentes de DDQ. A mistura reacional foi
aquecida a refluxo em micro-ondas (poténcia 200 W) e acompanhada por CCD. Apo6s 1,5 h sob
refluxo o solvente foi removido e o residuo submetido a cromatografia em coluna de silica gel
usando como eluente a mistura hexano: acetato de etila (8: 2). O produto obtido apos purificacdo

teve sua estrutura elucidada por RMN.
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3.2.2. Rota sintética 2

3.2.2.1. Metodologia de sinteses para obtencdo da (E)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
ilmetileno)diidrofuran-2(3H)-ona (8)

0 X CO,Me 1) KOH etanol
< -
0 CO,H

2) CaCl,, NaBH,

3 3) HCI

Em um baldo de 25 ml sob agitacdo magnética e atmosfera de nitrogénio, foi adicionada
uma solugdo de 0,3276 g (1,3 mmol) do acido 3 em etanol absoluto (8 ml), 1 gota de
fenolftaleina e entdo 0,0728 g de KOH (1,3 mmol). Esta mistura foi agitada por 15 minutos a
temperatura ambiente até a viragem do indicador para o pH béasico (coloracdo avermelhada)
indicando a formacdo do sal do &cido 3. Em outro baldo provido de funil de adi¢do sob
atmosfera de nitrogénio foram adicionados 0,346 g (3,1 mmol) de CaClz e 25 ml de etanol
absoluto, a mistura foi resfriada a -10 °C e, vagarosamente, adicionou-se uma solucédo de
0,3735g (4.8 mmol) de NaBH4 em 20 ml de etanol absoluto. A mistura reacional foi agitada a
-10 °C por 30 minutos e, depois disso, adicionou-se o sal de potassio do acido 3. A mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente por 5 horas e entdo acidificada com uma solugédo
de HCI (6 M) e agitada por mais 15 minutos, para promover a formagcéo da lactona 8. Agua
destilada foi adicionada até a solucdo se tornar clara e a seguir o etanol foi removido sob pressédo
reduzida. A fase aquosa foi extraida com diclorometano, o extrato organico foi lavado com agua
e seco com sulfato de magnésio anidro. O solvente foi removido sob presséo reduzida e o 6leo
obtido foi utilizado na etapa seguinte sem purificagdo. Parte desse composto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel usando como eluente a mistura de hexano acetato de etila

(8:2) para confirmacéo da estrutura por RMN.

3.2.1.3. Metodologia de sinteses para obtencdo da (Z)-3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
il(hidroxi)metil)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)diidrofuran-2(3H)-ona (9)
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Em um baldo de 25 ml, sob agitacdo magnética a 0 °C e atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados 5 ml de THF anidro, 0,183g (1,82 mmol) de diisopropilamina e 1,2 ml de uma
solugdo de n-butil-litio (1,5 M em n-hexano; 1,82 mmol). Esta mistura foi agitada por 15
minutos e em seguida resfriada a —78 °C seguida pela adi¢do de uma solucédo de 0,1981 g (0,91
mmol) da lactona 8 em 1 ml de THF anidro. Ap6s 1 h de agitacdo foi adicionada uma solugédo
de 0,1362 g (0,91 mmol) de piperonal (2) em 2 ml de THF. A reacdo foi acompanhada por CCD
e mantida a —78 °C por 4 horas. A seguir a reacdo foi tratada com solucdo saturada de NH4Cl,
e a mistura extraida com acetato de etila, os extratos organicos foram combinados, secos com
sulfato de magnésio anidro. Apos a evaporacdo do solvente sob pressao reduzida obteve-se um

residuo na forma de éleo amarelo, que foi utilizado posteriormente sem purificacéo.

3.2.1.4. Metodologia de sintese para obtencéo da taiwanina C
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0 \/O 9 Taiwanina C

A um baldo de fundo redondo de 5 ml contendo 0,0500 g do composto 9 (0,135 mmol)
foram adicionados 2 ml de CFsCO2H. A mistura foi agitada e acompanhada por CCD e apds
12 h o solvente foi removido em rotaevaporador. O residuo obtido foi purificado por lavagem
com a mistura de hexano: acetato de etila em vérias proporcées. Esse solido teve sua estrutura

confirmada por RMN. Para a reacdo de obtencéo da taiwanina C a mesma reacao foi realizada
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entre 0 composto 9 e 0 CF3CO2H, porém o produto obtido ndo foi purificado apés as 12 h de
reacdo e a esse frasco reacional foi adicionado sob agitacdo a temperatura ambiente 0,0501g
(0,2 mmol) de p-cloranil. A reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente e apos
constatacdao do consumo do material por CCD (12h) o solvente foi removido e o residuo lavado

com hexano: acetato de etila (8: 2). A confirmacéo da estrutura foi realizada por RMN.

3.3. Ensaios biologicos

3.3.1. Participantes

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Seres Humanos da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) (Numero do Protocolo: 12898919.8.0000.5404). Os
critérios de inclusdo foram: voluntérios saudaveis do sexo masculino e feminino, com idades
entre 25 e 35 anos, que ndo apresentavam doencas cronicas ou usavam qualquer medicamento
por pelo menos 10 dias antes do experimento. Critérios de exclusao: voluntarios que declararam
alguma doenca cronica e / ou uso de algum medicamento pelo menos 10 dias antes do
experimento e / ou fumantes e / ou que ndo assinaram o termo de consentimento. Todos 0s
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, e a pesquisa foi conduzida
de acordo com a Declaracdo de Helsinque revisada em 2008. Os voluntarios, que ndo receberam
nenhum medicamento 10 dias antes do experimento, foram recrutados e, aproximadamente, 30
mL de sangue foram coletados para obter plasma rico em plaquetas (PRP) para os ensaios

experimentais.

3.3.2. Preparacéo de plasma rico em plaquetas

O sangue foi retirado dos voluntarios por flebotomia (agulha 21G x 1% ' ") em citrato de
sodio 3,8% (9: 1 v/ v). Plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugacéo de sangue
total a 400 x g por 12 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e o precipitado
centrifugado a 800 x g por 12 min para obter o plasma pobre em plaquetas (PPP) usado para

calibrar o agregdbmetro (Honaiser et al., 2021).
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3.3.3. Design experimental

A agregacao plaquetaria (200 pL) foi realizada com um agregémetro éptico (Profler, 8
canais PAP-8 V2.0 optico. Bio-Data Corporation, Horsham, PA, EUA) a 37 °C usando PRP em
cubetas de vidro contendo uma barra de agitagdo descartavel para agitagdo constante. O PRP
foi pré-incubado por 10 min com a taiwanina C (0,003-100 uM) ou seu veiculo DMSO (a
concentracdo final ndo excedeu 1%). A agregacdo plaquetaria foi realizada em plaguetas
estimuladas com &cido araquiddnico (AA - 500 uM) ou receptor de trombina mimético TRAP-
6 (25 uM). Indometacina foi usada como controle positivo na concentracdo de 10 uM (Honaiser
etal., 2021).

3.4. Analise Estatistica

Os dados foram analisados usando o software GraphPad PRISM 4.0 (San Diego, CA,
EUA). A significancia estatistica foi calculada usando ANOVA seguida pelo teste de Tukey
para comparar os tratamentos. Os resultados sdo expressos como a média * erro padrdo da
média (SEM). As diferengas foram consideradas significativas para valores de p < 0,05. Para
estudos de agregacao, a porcentagem maxima de agregacéo foi usada para analise de dados; 0s
valores de Clso foram determinados por um modelo de inclinagdo variavel de analise de

regressao ndo linear.

3.5. Docking molecular

Estudos de docking molecular dos complexos proteina-taiwanina C, proteina-
indometacina e proteina-vorapaxar foram realizados com o software GOLD 5.3 usando
algoritmos de busca baseados em teorias originalmente postuladas nos campos da genética
natural e evolucgdo bioldgica (Jones et al., 1995; Jones et al., 1997; Verdonk et al., 2003). Os
locais de ligacao dos ligantes foram calculados usando o programa Discovery Studio 2021. As
estruturas cristalograficas do PDB dos complexos celecoxib-COX-1 (3KK®6), rofecoxib-COX-
2 (5KIR) e vorapaxar-PAR-1 (3VW?7) foram utilizadas para validar as anélises. As proteinas
COX-1, COX-2 e PAR-1 foram preparadas excluindo moléculas de agua e outros ligantes,

seguido da adicdo de hidrogénio polar. A modelagem de homologia para COX-1 (3KK®6) foi
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realizada previamente, com o auxilio dos programas MUSCLE e SWISSMODEL, processo que
ndo foi necessario para COX-2 e PAR-1, uma vez que as estruturas cristalograficas dessas duas
proteinas sdo humanas. Os resultados observados para COX-1 (0,74% e 63%, respectivamente)
validam o modelo construido. Os calculos foram realizados pela funcdo de pontuacdo
CHEMPLP, e as matrizes de melhor pontuacéo foram selecionadas para anélise de pose. Os
ficharios foram preparados no programa Chemdraw e sua carga calculada no Discovery Studio
2021.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sinteses

4.1.1.Rota sintética 1

Pela rota sintética 1 (Esquema 5) a taiwanina C foi obtida apos 5 etapas sendo a primeira
delas a reacdo de Stobbe entre piperonal (2) e succinato de metila (1).
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Esquema 5. Obtencdo da taiwanina C pela rota sintética 1.

A reacéo de Stobbe gera um intermediério sintético ndo isolavel que se rearranja para a

formacéo do acido insaturado 3 que foi obtido em rendimento de 87% (Esquema 5).
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Esquema 6. Mecanismo de formag&o do acido insaturado 3.

A estrutura do 4cido 3 foi confirmada por analises de RMN de *H e *3C.
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O sinal largo em 8,8 ppm foi atribuido ao proton da hidroxila do grupo carboxila. O
singleto em 7,82 ppm corresponde ao préton vinilico e o multipleto no intervalo de 6,93-6,83

ppm corresponde aos prétons aromaticos. O singleto em 6,0 ppm integrando para 2H
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corresponde aos prétons do CH2 do grupo metilenodioxi ligado ao anel aromatico. Em 3,68
ppm aparece o singleto relativo aos 3H do grupo CHs do grupo éster. O sinal em campo mais
alto foi atribuido aos prétons do grupo CH2 vizinho a carboxila. No espectro de *C os sinais
em campo mais baixo séo os da carbonila da carboxila em 176,4 ppm e da carbonila do grupo
éster 168,1 ppm. O sinal em 148,5 ppm corresponde aos carbonos quaternarios do anel
aromatico ligados aos oxigénios do grupo metilenodioxi. O sinal em 142,4 ppm corresponde
CH da ligacao dupla e em 123,6 ppm ao carbono quaternario da ligacdo dupla. Os sinais no
intervalo de 124 a 101,4 ppm corresponde aos protons do anel aromatico. O sinal em 96,1 ppm
corresponde ao carbono do CHz do grupo metilenodioxi e aparece invertido no DEPT-135,
assim como o sinal em 33,6 ppm, que corresponde ao carbono do CH: vizinho a carboxila. O
sinal em 52,4 ppm corresponde ao carbono do grupo CHs do éster.

Apbs identificacdo o &cido 3 foi hidrogenado e forneceu o &cido saturado 4 em
rendimento de 92%. A identificagéo estrutural de 4 foi feita com base nos espectros de RMN
de *H pelo aparecimento dos sinais relativos aos prétons do grupo CH2 e do CH gerados pela
adicdo de hidrogénio a ligacdo dupla. O sinal dos prétons dos dois grupos grupo CH2 aparecem
duplos dupletos em 2,97ppm, 2,70 ppm, 2,67 ppm e 2,45 ppm, enquanto o sinal relativo ao
préton ligado ao carbono (CH) vizinho a carbonila do éster aparece como um multipleto em
3,08-3,01 ppm. Os espectros de carbono confirmam a estrutura pelo surgimento de um sinal
invertido no DEPT 135 equivalente ao CH2 benzilico e auséncia dos sinais relativos a carbonos
de ligacéo dupla.

O é&cido 4 entdo em reacdo com KOH/ etanol fornece o respectivo sal que tem a carbonila
do éster reduzido a alcool pela reacdo com Ca (BHa4)2 (gerado in situ). A etapa seguinte de
acidificacdo com HCI, para formacéo do anel butirolacténico, foi repetida varias vezes até se
chegar as melhores condicGes. ApoOs todas as etapas de reacdo a lactona 5 foi obtida em
rendimento de 70%. Essa é uma reacdo bastante sensivel a qualidade dos reagentes e ao tempo
reacional. Os solventes e reagentes devem estar extremamente secos e deve ser feita sob
atmosfera de N2. O espectro de RMN de *H da lactona 5 mostra os sinais dos prétons aromaticos
H5” como um dupleto em 6,75 ppm com Jorto de 7,8 Hz, H2’ em 6,65 ppm como um dupleto
com J meta de 1,3 Hz e H6’ como um duplo dupleto em 6,60 ppm com J de 7,8 Hz e 1,3 Hz. O
singleto em 6,00 ppm corresponde aos H10’ do grupo metilenodioxi. O duplo dupleto em 4,35
ppm corresponde ao H9’a e o outro duplo dupleto em 4,05 ppm ao H9’b. O multipleto em 2,8
ppm corresponde a H8’ acoplando com H7°, H9’ e H8. O dupleto em 2,71 ppm pertence ao
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H8a e o outro em 2,69 ppm ao H8b’. Os H7’a ¢ H7’b acoplam entre si ¢ também com HS’
originado duplos dupletos que aprecem em 2,60 ppm e 2,25 ppm. O espectro de RMN de *3C
confirma a estrutura pela presenca apenas da carbonila da lactona em 177,4 ppm, o sinal em
72,9 ppm alternado no DEPT 135 indicando CH2 a associacdo desses dados de RMN confirma
a estrutura de 5 (Anexo B).

O enolato da lactona 5, gerado pela reacdo com LDA, ap6s reagao com piperonal forneceu
a mistura de diasteroisomeros 6 em rendimento de 89%. Os diasteroisomeros 6 foram separados
por recristalizacdo em metanol, apenas para facilitar a caracterizagdo por RMN, sendo um deles
um solido e outro um 6leo viscoso, A caracterizagdo por RMN foi feita com isémero sélido
(Anexo B). A reacdo de condensacao do anel lacténico de 5 com a carbonila do piperonal da
origem ao carbono carbindlico 7. No espectro de RMN de H é possivel verificar a presenca do
préton ligado a esse carbono pelo dupleto em 5,20 ppm que surge do acoplamento de H7 com
H8 com um J de 3,0 Hz que demonstra uma configuragdo cis entre esses protons. A presenca
de C7 foi também confirmada no espectro de RMN de *3C em 72,3 ppm. A presenca do segundo
anel aromatico também foi confirmada tanto nos espectros de RMN de *H quanto de **C (Anexo
B, Figuras 29-33). Na etapa seguinte para ciclizacdo os dois diasteroisdmeros foram utilizados,
visto que a estereoquimica ndo afeta de forma significante essa reagdo. Desta forma, a mistura
de diastereoisomeros 6 apos reacdo com TFA forneceu a lignana ariltetralinica 7 em 90% de
rendimento. A estrutura de 7 foi determinada com base nos principais sinais dos espectros de
RMN de 'H e °C. Nessa reagdio o C6’ ataca o carbono carbindlico 7 (protonagdo com TFA)
com a saida de 4gua e fechamento do anel de 6 membros. No espectro de RMN de *H é possivel
ver a diferenca de deslocamento do dupleto de H7 no material de partida de 5,20 ppm para 4,04
ppm indicando a saida do grupo OH. E possivel verificar que a estereoquimica de H7 em relacéo
a H8 no produto 7 € agora trans devido ao valor de J de 11 Hz. Os demais sinais nos espectros
sofreram leves alteracOes de deslocamento (Anexo B, Figuras 34-36).

O composto 7 foi entdo oxidado com 4 equivalentes de DDQ para produzir a taiwanina
C em rendimento de 90%. Através desta rota sintética a taiwanina C foi obtida em rendimento
global de 40,4%. O espectro de RMN de *H mostra um espectro bem mais simples do que o do
material de partida 7, apresentando apenas os sinais relativos a prétons aromaticos, os singletos
dos CH: dos grupos metilenodioxi e o singleto referente ao CHz do anel lactdnico, o que indica
gue a reacdo com DDQ promoveu a aromatizacao do anel de 6 membros. No espectro de proton

(Figuras 13-15) é possivel observar singletos em 7,94 ppm e 7,53 ppm correspondendo
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respectivamente aos H8’ e H5’, em 7,04 o dupleto com J de 7,9 Hz corresponde ao H5 em
acoplamento com H6. Em 6,89 ppm o singleto corresponde ao H2’ e o dupleto em 6,88 ppm ao
H2 em acoplamento com H6. O duplo dupleto em 6,75 ppm foi atribuido ao H6 em acoplamento
com H5 e H2, respectivamente com J de 7,9 Hz e 1,6 Hz. Na sequéncia no intervalo de 6,19 -
6,11 ppm aparecem uma serie de 4 singletos largos referentes ao H10a, H10b, H10’a e H10’b.
O singleto em 5,43 ppm € referente os prétons do grupo CH: do anel lacténico.

Figura 13. Espectro de RMN de 'H da taiwnina C em DMSO-d6
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Figura 14. Ampliacdo do espectro RMN de 'H da taiwanina C no intervalo de 8 a 6 ppm dos

sinais referentes aos H dos grupos metilenodioxi
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Figura 15. Ampliacdo do espectro RMN de 'H da taiwanina C no intervalo de 8 a 6 ppm dos

sinais referentes aos H aromaticos
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Os sinais do espectro de RMN de **C (Figura 16) assim como no espectro de RMN de ‘H
confirmam a estrutura da taiwanina C. Os principais sinais no espectro de *C sdo aqueles
referentes a carbonila da lactona em 169,2 ppm, os sinais no intervalo de 149,57 a 146,9 ppm
que correspondem a C3, C3’°, C4 e C4’, os sinais em 101,1 ppm e 102,0 ppm, sdo referentes aos
C10 ¢ C10’ e o sinal em 67,9 ppm referente ao C9. Os sinais no DEPT-135 (Figura 17) ajudam
a confirmar a estrutura da taiwanina C, onde os sinais que apareciam no espectro de *C no
intervalo de 140 ppm a 129 ppm nao aparecem, portanto, sao dos carbonos quaternarios (C7’,
C8’, C8, C1, C1’ C6). Os sinais no intervalo de 110 ppm a 104 ppm sdo de C-H (C5’, C6’, C2’,
C5e C2), os sinais em 102,2 ppm e 101,6 ppm sdo de CH2 (C10 e C10’) e o sinal em 68,3 ppm
também de CH: (C9).

Figura 16. Espectro de RMN de **C da taiwanina C em DMSO-d6
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Figura 17. DEPT-135 da taiwanina C em DMSO-d6
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Os dados de RMN dos compostos obtidos sdo apresentados na Tabela 2 e 0s espectros no

Anexo B.

Tabela 2. Dados de caracterizacdo por RMN e rendimento (%) dos compostos obtidos pela rota

sintética 1
Compostos 'H RMN (400 MHz) §, J | 3C RMN (100 MHz) & (%)
(Hz)
» 7 % | (CDCl3): 888 (sl,0-H) | (CDCla): & 176,4 (C9); 87

7,82 (s, H7); 6,93-6,83
(m, H2’, H5’, H6"); 6,0
(s, 2H10%); 3,68 (s, 3H

(CH3)); 3,59 (s, H8).

168,1 (C9); 1485
(C3°); 1485 (C4’;
142,4 (C7’); 1285
(C8’); 1240 (CI’):;
123,6 (C6%); 109,1
(C2°); 108,6 (C5):;

101,4 (C10%); 52,4 (O-
CH3); 33,6 (C8)
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(CDCls): 6 6,72 (d, H5’;
J=7,8); 6,64 (d, H2’;
J=1,6); 6,59 (dd, H6’; J=
7,8; J=1,6); 593 (s,
H10%); 3,68 (s, 3H -CHj3);
3,01-3,08 (m, HS’); 2,97
(dd, H7’a; J=13,0; J=6,0);
2,70 (dd, H7’b; J=13,0;
J=9,0); 2,67 (dd, H8a; J=
17,0; J=9,0); 2,45 (dd,
H8b; J=17,0; J=5,0).

(CDCls): &

(C9%); 174,4
1478 (C3’);
(C4’);
122,0 (C6);
(C2%);
100,9 (C10°);

177,4
(C9);
146,4

131,6  (CD’):;

109,2

108,3 (C5’);

52,0

(OCH3); 42,9 (C8);
37,3 (C7°); 34,5 (C8")

92

(CDCls): 8 6,75 (d, H5; J
= 7.8); 6,65 (d, H2’,
J=1,3); 6,60 (dd, H6’;
J=78; e 1,3); 6,00 (s,
H10%); 4,35 (dd, H9a’;
J=9,1; J=6,8); 4,05 (dd,
H9’b; J=9,1; J=6,1); 2,8
(m, H8%); 2,71 (d, H8a,
J=4,3); 2,69 (d, HS8b’,
J=2,7); 2,60 (dd, H7’a;
J=17,4; J=8,1); 2,25 (dd,
H7’b; J=17.4; I=7,1).

(CDCls): & 177,4 (C9);

1483 (C3’);
(C4%);
122,0 (C6’);
(C2%);
101,4 (C10°);

146,8

132,3 (CD):;

109,3

108,8 (C5°);

72,9

(C9); 38,9 (CT); 37,7
(C8); 34,5 (C8").

70

(CDCls): & 6,65 (s, 3H
(H2°, H5* H6%); 6,55 (d,
H5, J=7,8); 6,28 (dd,
H6,J=1,7;)=17,8); 6,24
(d, H2, J=1,7); 5,90 (d,
H10a, J=1,5 Hz); 5,89
(d, H10b, J=1,5); 5,85 (d,
H10’a, J=1,5); 5,83 (d,
H10’b, J=1,5); 5,20 (d,

(CDCls): 6 178,5 (C9);

148,3
(C3%);
146,6
(CD);

121,9
109,1

108,5
101,6

(C3);
147.,4
(C4’);
131,9
(C6 e
(C2 e
(C5 e
(C10);

148,1
(C4);
135,3
(Cl’)
Co’);
C2’);
C5%);
101,4

89
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H7, J=3,0), 4,26 (dd,
H9’a, J=8.,8;J =7.8),
3,88 (dd, HO’b, T=8,8; J
=5,8); 2,72 (m, H8’ );
2,51 (dd, H8,J=6,3;J =
3,0); 2,36 (dd, H7’a, J =
13,9; J = 8,1); 2,22 (dd,
H7°b,J=13,9;J=7.8),
1,70-1,30 (sl, H-0).

(C10°); 73,1 (C9);
72,3 (C7); 53,1 (C8);
39,8 (C8°); 36,8 (C7").

(CDCl3): § 6,78 (sl, 2H); | (CDCls):  174,5 (C9); 90
6,58 (sl, 2H)); 6,32 (sl, | 146,8 (C3 e C3°);
1H); 5,96-5,91 (m, 2H); | 145,7 (C4); 1455
5,89-5,66 (m, 2H); 4,51 | (C4’); 1359 (Cl);
(dd, 1H, J = 6,5 e 8,5); | 131,7 (C6”); 1268
4,04 (I, 1H, J = 11,0 | (C1’); 122,1 (C6);
’ 3,97 (1H, dd, J = 85 e | 1090 (C2); 108,1
10,5); 3,00-2,84 (m, 2H), | (C5); 107.5 (C5°);
2,66-2,53 (m, 1H); 2,48 | 107,2 (C2°); 100,1
(dd, 1H, J=11,0e 13,5). | (C10); 100,0 (C10%);
70,0 (C9*); 46,8 (C7);
45,1 (C8); 39,0 (C8");
32,5 (C7).
(DMSO de): & 7,94 (s, | (DMSO de): & 169,2 90

Taiwanina C

H8”); 7,53 (s, H5’); 7,04
(d, H5, J = 7,9); 6,89 (s,
H2’); 6,88 (d, H2, J =
1,6); 6,75 (dd, H6,J=7,9
e 1,6); 6.19 (Sl, H10a);
6,18 (sl, H10b); 6,14 (sl,
H10’a); 6,11 (sl, H10’b);
5,43 (s, 2H9).

(C9); 1495 (C3 e
C3’); 1484 (C4);
146,9 (C4%); 1402
(Cl’); 1386 (C7);
1342 (C6); 129,3
(Cl); 1283 (C8):;
1233 (C8); 119,5
(C6); 1184 (CT):;
1104 (C2); 107,5
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Anélise elementar: | (C5); 103,7 (C5);
calculado para C20H1206: | 102,1 (C2%); 102,0
C, 68,97; H, 3,47; O,|(C10); 101,1 (C10%);
27,56. Encontrado: C, | 67,9 (C9).

68,78 H, 3,56; O, 27,66.

4.1.2.Rota sintética 2

Na rota sintética 2 (Esquema 7), o acido 3 foi submetido a reducdo com Ca(BHsa)2 gerado
in situ para a obtencdo da lactona insaturada 8 em 84% de rendimento (determinado por CG-
MS). A obtencdo da lactona 8 é o passo chave no desenvolvimento dessa rota sintética, onde a
localizacdo da ligacdo dupla (exociclica) € estratégica e, portanto, ndo pode isomerizar para

dentro do anel lactbnico.

CHO 1) KOH, Etanol

0
0 - C02Me 2) CaCly, NaBH,
1) Na’ . .
-10°C,30min. =
0 MecOH, HCI, Ref. 5 h© CO,H  3) Agitagio Temp. \
0 ) ambiente 5 h ® 0]
@) 4) HCI, 15 min. P!
+ 0
LDA
CO,Me Piperonal
[ -78°C, 4 h
COZMC O OH
(1) 0\

0 1)TFA, 12 h 0 O
-
® \

2) p-cloranil, 12 h

(0]

° ()
000w

(0)
Taiwanin C

Esquema 7. Obtencéo do taiwanina C pela rota sintética 2.
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Vérias tentativas de purificar essa lactona foram realizadas, porém o uso da cromatografia
em coluna usando silica gel ou alumina favorece a converséo da ligacdo dupla exociclica em
endociclica com a obtencdo da mistura de isdmeros (Figura 18).

A isomerizacdo da ligacdo dupla compromete a formacdo do enolato para a etapa
posterior, por isso a lactona 8 foi utilizada na etapa seguinte sem purificagdo. A purificacdo em
silica gel foi realizada apenas para a caracterizacdo. No espectro de RMN de *H (Figura 18) ¢
possivel verificar a presenca de pares de sinais que sdo relativos aos isdmeros 8 e 8a. O
multipleto em 6,86-6,67 ppm corresponde aos prétons aromaticos. O singleto em 6,39 ppm
corresponde ao H2 e o singleto em 6,02 ppm aos prétons do grupo metilenodioxi do isdmero 8.
O dupleto em 5,03 corresponde ao H3 e o dupleto em 3,47 ppm ao H1 ambos do isémero 8.

Figura 18. Espectro de RMN de *H da lactona 8 em mistura com o isdmero 8a ap6s purificagdo
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A comparacgdo entre as integrais dos sinais dos protons do isbmero 8 em relagdo aos
sinais do isdbmero 8a mostram que eles estdo na propor¢do de 1:1. Porem essa proporgéo sé é
obtida quando, como ja mencionado, ocorre purificagdo por cromatografia em coluna de silica
gel. Quando a reacdo para a obtencéo de 8 termina é possivel observar apenas um produto na
CCD, enquanto apdés coluna de silica gel sdo observados os dois isbmeros com Rfs proximos.

Seguindo arota 2, a reagdo de 8 com LDA forneceu o enolato correspondente que reagiu

entdo com piperonal produzindo o composto 9 em rendimento de 82% (determinado por CG-
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MS) como uma mistura disteroisomérica. A mistura de diasteroisomeros 9 em reacdo com TFA
e p-cloranil forneceu a taiwanina C em rendimento de 87%. Nesta reacdo ocorre incialmente a
formacdo de um intermediario ciclico insaturado 10, pela reacdo com TFA, que pode ser
observado por CCD. Este intermediario em seguida sofre oxidacdo pela perda do hidrogénio
benzilico promovida pelo p-cloranil com consequente aromatizacdo produzindo a taiwanina C.

O intermediéario 10 foi isolado por cromatografia em coluna de silica gel somente para
confirmacéo da estrutura, mas o uso da silica pode ser responsavel pela obtencdo do composto
ciclico com a ligacdo dupla endociclica como observado nos espectros, ou seja, houve
isomerizacdo, porém, essa isomerizacdo ndo afetaria a obtencdo da taiwanina C a partir de 10.

A taiwanina C sintetizada através da sintética 2 foi obtida em rendimento global de 52,1%
considerando todas as etapas descritas no esquema 7.

Os compostos purificados obtidos via rota sintética 2 tiveram as estruturas confirmadas
por anélises de RMN (Tabela 3). Os espectros de RMN dos compostos sintetizados séo
apresentados no Anexo C. Os dados de caracterizacdo dos composto 3 e da taiwanina C ja foram

apresentados na tabela 2.

Tabela 3. Dados de caracterizacdo por RMN e rendimento (%) dos compostos obtidos pela rota

sintética 2

Compostos 'H RMN § (CDCls), J (Hz) | **C RMN § (CDCls) | Rendimento (%)

(400 MHz, CDCl3) 5 6,86- | (100 MHz, CDCl3) & 82
6,67 (m, 3H); 6,39 (s, H2); | 175,3 (C=0); 148,0
6,02 (s, H7°); 5,03 (d, H3, | (C3°); 147,2 (C4");
J=1,5 Hz); 3,47 (d, H1, 129,8 (C4); 127,8
J=1,5 Hz). (C1°); 123,8 (C2°);
116,6 (C6’); 109,0
(C2°); 108,6 (C5);
101,3 (C7’); 73,3
(C3); 35,0 (C1).
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(500 MHz, CDCls) & 6,76 - | (125 MHz, CDCls): | Intermediario
6,68 (m, H2, H5 e H6); 6,59 | 8 172,0 (C9); 157,0 | ndo isolado

(s, H2%); 6,52 (s, H5°); 5,94 | (C8'); 147,8 (C3); 1 | durante a reacao
(s, H10a); 5,91 (s, H10b); | 47,2 (C3"); 146,9 (C4
5,89 (s, HIO’b); 588 (s, | ). 146,5 (C4'): 1366
H10’a); 4,89 (d, H9’a,J=17 | (c1y. 130,0 (C1); 12
); 4,82 (d, H9’b, J = 17);
4,77 (sl, H7); 3,87 (dd,
H7°a,J=4,2 e 22); 3,66 (dd,
H7’b,J=42¢22)

8,0 (C8); 123,3 (C6);
121,7 (C6); 109,4 (

C2°); 108,4 (C2); 10
8,2 (C5"); 107,72(C5
); 101,2 (C10); 100,9
(C10%; 70,9 (C9); 4
2,2 (C7); 29,1 (CT').

Comparando-se as duas rotas propostas, a rota 2 € mais interessante, pois além de
apresentar menor numero de etapas, as reacdes sdo mais limpas, 0 que torna desnecessaria a
purificacdo de alguns intermedirios.

Os resultados obtidos mostram que ambas as rotas desenvolvidas no trabalho séo
superiores aquelas descritas na literatura por envolverem um menor niumero de etapas, uso de
reagentes mais acessiveis tanto em relacao as fontes de obtencao (comerciais) quanto ao custo,
além de reagdes mais limpas o que permite etapas de purificagdo mais simples.

As duas rotas sintética podem ser aplicadas a obtengéo da taiwanina C em substituicdo ao
processo de extracdo, pois para a obtencdo de 100 mg de taiwanina C por extracdo seria
necessario cerca de 1Kg de madeira (parte mais interna do tronco) o que corresponderiaa 0,01%
de rendimento e o corte da planta. Desta forma, a sintese traz a vantagem de maior rendimento
e menos trabalho devido ao longo processo de extracdo, além disso ainda contribui para a

preservacao da espécie.
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4.2. Ensaios biolégicos

Para investigar o papel da taiwanina C na agregacdo plaquetaria in vitro, examinamos a
ativacdo plaquetaria induzida pelo agonista acido araquiddnico que atua diretamente na via da
ciclooxigenase 1 nas plaquetas. Na presenca somente do AA ou DMSO ocorreu 90 % de agregagéo
plaquetéria, assim como quando as plaquetas foram expostas a taiwanina C em concentracdes de
0,03 -0,1 uM, porém quando a concentracdo é aumentada para 0,3 uM comeca a haver inibicao
significativa em comparacdo com o controle DMSO (p<0,05). A partir de 1 uM a inibicdo da
agregacdo chega a ser de 100 %, ou seja, a taiwanina C impede a agregacdo plaquetaria de maneira

dose-dependente com um Clso de 0,46 uM apos a exposicdo de PRP humano ao AA (Figura 19).

Figura 19. Efeito inibidor da taiwanina C na agregagdo plaquetaria humana in vitro. As
plaquetas foram incubadas com taiwanina C (0,003 - 100 uM) por 10 min, seguida de ativacdo
com AA 500 uM. Os dados representam os valores médios = SEM; N = 5-7 individuos. #p <
<0,05 em comparacdo ao grupo AA; * p <0,05 em comparacdo com o grupo veiculo. AA: acido

araquidonico, VE: veiculo (DMSO 1%), CTL: indometacina na concentracdo de 10 uM
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Este estudo, também foi realizado com o agonista TRAP-6, receptor de trombina, para
investigar se a inibicdo observada seria apenas via COX-1 ou atraves da via da PAR-1. O
TRAP-6 age como um agonista do receptor PAR-1 induzindo a agregacéo plaquetaria. A Figura
20 mostra as curvas representativas da agregacdo plaquetaria em resposta ao TRAP-6 na
presenca da taiwanina C. Similarmente ao AA, a taiwanina C inibiu substancialmente a
agregacdo plaquetaria induzida por TRAP-6 com Clso de 0,56 uM. A agregacéo plaquetaria foi
atenuada significativamente pela taiwanina C a partir de 1 UM e na concentracdo de 10 uM o
valor da inibicdo foi de 84,7 £ 7,4%, enquanto o farmaco de referéncia, indometacina,

apresentou 57% = 7,0 de inibicdo da agregacao plaquetaria na mesma concentracao.

Figura 20. Efeito inibidor da taiwanina C na agregacdo plaquetaria humana in vitro. As
plaquetas foram incubadas com taiwanina C (0,003 - 100 uM) por 10 min, seguido pela ativagdo
com TRAP-6 (25 uM). Os dados representam os valores médios £ SEM; N = 5-7 individuos.
#p <0,05 em comparacao com o grupo TRAP-6; * p <0,05 em comparagao com o grupo veiculo.

VE: Veiculo (DMSO 1%), CTL: indometacina na concentra¢do de 10 uM
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Nos ensaios bioldgicos os resultados demonstram que a taiwanina C é um composto
bioativo que exibe atividade antiplaquetaria na presenca dos agonistas AA e TRAP-6. A
taiwanina C, como previamente demonstrado, foi capaz de inibir a atividade da COX-1, uma
enzima chave no metabolismo do AA, resultando na diminui¢do da producdo de tromboxano
nas respostas plaquetarias (Lee et al., 2005).

Além de inibir a agregacdo plaquetaria via COX-1, nossos estudos com o TRAP-6
sugerem que a atividade antiplaquetaria da taiwanina C pode ser mediada pela inibicao de duas
das principais vias de ativacao plaquetaria. Comparando a os valores de Clso da taiwanina C na
inibicdo da agregacdo plaquetéria, na presenca de AA e TRAP-6, respectivamente 0,46 UM e
0,56 uM, é possivel observar que a via de ativacdo da COX-1 é mais sensivel ao efeito da
taiwanina C do que a ativacao pela via PAR-1, o que corrobora estudos anteriores que mostram
os efeitos da taiwanina C na inibicdo da COX (Lee et al., 2005; Ban et al., 2002). No entanto,
até o momento, nenhum estudo demonstrou os efeitos antiplaquetarios da taiwanina C nas
plaguetas humanas nem através das COXs ou da PAR-1, ou seja, nosso estudo é o primeiro a
relatar essa atividade.

Entretanto, alguns estudos foram feitos com a taiwanina E onde foram observados efeitos
inibidores significativos na agregacdo de plaquetas induzida por PAF em coelho e
principalmente contra a agregacdo induzida por AA. (Chen et al., 1996), porém a diferenga
entre a taiwanina C e a E é que na taiwanina E existe um grupo OH ligado ao carbono 7 que
pode alterar o mecanismo de agdo deste composto em relagdo ao da taiwanina C.

Os resultados sdo muito promissores visto que a taiwanina C atua sobre duas vias da
ativacdo plaquetaria enquanto a maioria dos farmacos antiplaquetarios atuam em apenas uma
delas e que em varios tratamentos inclusive com vorapaxar existe a indicacao do uso associado
ao acido acetilsalicilico (inibidor da COX-1) (Van der Meijden & Heemskerk, 2019).

Os mecanismos de acao foram estudados por docking molecular utilizando as proteinas
COX-1, COX-2 e PAR-1 envolvidas nas vias de ativacdo plaquetaria estudadas in vitro.

4.3. Docking molecular
A precisdo dos programas de docking em relacdo a geracdo precisa das poses de ligagédo

foi validada por redocking, (Renner et al., 2008), onde um valor de “root mean square
deviation” (RMSD) de 2,0A foi estabelecido como o limite (Kagami et al., 2017).
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Os valores obtidos para COX-1 (3KK6), COX-2 (5KIR) e PAR-1 (3VW7) foram,
respectivamente, 0,98, 0,70 e 0,42. Para a anélise dos resultados, foram escolhidas as poses com
os melhores escores de docking molecular para taiwanina C-COX-1, taiwanina C-COX-2 e
taiwanina C-PAR-1, com valores, respectivamente, de 42,14, 55,03 e 132,27. As melhores
posturas em relacdo a indometacina com COX-1, COX-2 e PAR-1 apresentaram,
respectivamente, os escores de 69,1, 69,00 e 80,79.

4.3.1. Interacges de ligacéo da taiwanina C e indometacina com a COX-1

Na COX-1, os resultados observados mostram interacdes hidrofébicas com os residuos
Leu93, Valll6, Val349, Leu352, Ser353, Tyr355, Leu359, Phe518, 11e523 e Leu531. Duas
interacdes por ligacbes de hidrogénio sdo observadas com o residuo Arg120 e uma ligacdo de
hidrogénio ndo classica com o residuo Ser530 (Figura 21).

Essa ligagdo com a Arg120 é comum também quando temos os antiinflamatorios ndo
esteroidais, mas o principal problema com esses medicamentos que atuam sobre a COX-1 ¢
justamente o quanto eles se ligam nela, ou seja, 0 quanto sdo seletivos ou ndo em relacdo a
proteina, uma vez que, a alta seletividade inibe a proteina e atrapalha os processos fisiolgicos
aos quais ela tem ligagéo.

Analisando o modo de interacdo da taiwanina C com a COX-1 é possivel observar que
todas as porcBes (grupos) da estrutura interagem com os residuos do sitio, sugerindo uma
interacdo simétrica entre 0 composto e o sitio ativo da proteina. A taiwanina C e a indometacina
tém modelos de interacdo muito semelhantes, como mostrado nas Figuras 21 e 22, com varias
interacdes hidrofobicas em comum.

Na taiwanina C, observa-se a interacdo por ligacdo de hidrogénio classica com o residuo
Arg120, que, segundo a literatura, é de grande importancia na interacdo do AA com COX-1
para a desativacdo da proteina (Mancini et al., 1995), além da ligacdo de hidrogénio ndo classica
com o residuo Met530.

Figura 21. Modos de ligacao de taiwanina C com COX-1. Linhas pretas tracejadas mostram
ligacOes de hidrogénio classicas, linhas azuis tracejadas mostram ligacdes de hidrogénio ndo

classicas e as interagdes hidrofobicas ndo sdo destacadas na figura
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A indometacina (Figura 22) apresenta varias interacdes hidrofébicas com os residuos
Valll6, Val349, Leu352, Leu359, 1le517, Phe518, 11e523, Ala527 e Leu531. Sete desses
residuos hidrofobicos sdo comuns também no modelo de interagdo da taiwanina C. A
indometacina faz uma ligacéo de hidrogénio com o residuo Met522, mas ndo com a Arg120.

Esses resultados sugerem gue a taiwanina C possui maior interagdo com a COX-1 do que
a indometacina, assim como observado no ensaio in vitro, quando se comparam as duas

substancias na mesma concentragao.

Figura 22. Modos de ligacdo da indometacina com COX-1. Linhas pretas tracejadas mostram
ligacOes de hidrogénio cléssicas, linhas azuis tracejadas mostram ligacdes de hidrogénio ndo

cléssicas e as interac@es hidrofobicas ndo sdo destacadas na figura
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4.3.2.Interag0Oes de ligacéo da taiwanina C e da indometacina com a COX-2

O modelo de interagédo da taiwanina C com a COX-2 mostrou interagdes hidrofobicas
com os residuos Val349, Leu352, Tyr355, Tyr385, Phe518, 11e523, Ala527, Leu531, descritas
na literatura como ligacGes importantes para a desativacdo da proteina. O modelo também
mostrou uma ligacdo de hidrogénio classica com o residuo Arg120 e uma ligacdo de hidrogénio

ndo classica com os residuos His90 e Val116 (Figura 23).
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Figura 23. Modos de ligagdo de taiwanina C com COX-2. Linhas pretas tracejadas mostram
ligacOes de hidrogénio classicas, linhas azuis tracejadas mostram ligacdes de hidrogénio ndo

classicas e as interacdes hidrofdbicas ndo sdo destacadas na figura

VAL 349
LEU352

W

¥
I SER353

TYR355

P, SER530
rd

LY

VALT116 .
ARG120

Em relacdo & COX-2, embora a indometacina e taiwanina C mostrem um modelo de
interacdo semelhante (Figuras 23 e 24), a taiwanina C tem uma interagdo hidrofobica com o
residuo Phe518 e uma ligacao de hidrogénio ndo classica com His90, dois residuos localizados
no bolso hidrofilico do sitio dessa isoforma, e que sdo importantes na inibicdo da atividade
dessa proteina. A indometacina mostrou interagcdes hidrofobicas com os residuos Met113,
Vall16, Val349, Ser353, Tyr355, Leu359, Ala516, 11e517, Phe518, Val523, Ala527 e Leu531.
Ligacdes de hidrogénio foram observadas com os residuos Arg120 e Met522. Além de ligacdes
de hidrogénio néo classicas com residuos GIn192 e Gly526 (Figura 24).

Esses resultados sugerem maior interacdo de taiwanina C com a COX-2 do que a
indometacina. Todos 0s residuos com os quais a indometacina e a taiwanina C interagem estdo

localizados no sitio ativo da COX-2.
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Figura 24. Modos de ligacdo da indometacina com COX-2. Linhas tracejadas pretas mostram
ligacOes de hidrogénio classicas, linhas tracejadas azuis mostram ligacdes de hidrogénio ndo

classicas e as interacdes hidrofdbicas ndo sdo destacadas na figura
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O fato da taiwanina C também atuar sobre a COX-2 e de maneira mais forte do que a
indometacina pode causar algum receio quanto as suas propriedades antiplaquetarias, pois existe
a ideia de que a inibicdo da COX-2 impede a producdo de PGlz, cujo papel inclui a inibigéo da
agregacdo plaquetéria e vasodilatagdo, duas fungdes importantes para o desenvolvimento do
trombo (Day, 2004). Entretanto, esta hipotese permanece controversa, pois a COX-2
imunorreativa geralmente esta ausente no endotélio de individuos saudaveis in vivo e in vitro,

enguanto COX-1 é relativamente abundante (Armstrong et al., 2011).

4.3.4.InteracOes de ligacdo da taiwanina C e da indometacina com a PAR-1

Em relacdo a PAR-1, os resultados obtidos pelo docking molecular para o vorapaxar

observamos até muitas interacdes por se ratar de uma molécula grande e rigida. O modelo
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mostrou interagcdes hidrofébicas com Tyrl83, Leu237, His255, Leu258, Leu262, Phe271,
Leu333, His336, Ala352, Tyr353, ligacbes de hidrogénio ndo classicas com Asp256 e ligacdo
de hidrogénio classica com Ala349 (Figura 25).

Figura 25. Modos de ligagdo do vorapaxar com a PAR-1. Linhas pretas tracejadas mostram
ligacOes de hidrogénio classicas, linhas azuis tracejadas mostram ligacGes de hidrogénio ndo
classicas e as interacdes hidrofdbicas ndo sdo destacadas na figura
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O estudo com a taiwanina C utilizou o mesmo sitio ativo de ligacao do vorapaxar, fazendo
apenas trés interacbes com os residuos His255, Val257, Leu258 (Figura 26) em um modelo
diferente daquele observado para o vorapaxar. Entretanto, duas delas sdo interagdes fortes de
hidrogénio que podem contribuir para a inibi¢do dessa proteina.

A indometacina apresentou interaces hidrofobicas com os residuos Tyrl83, Leu237,
His255, Leu262, Phe271, Leu333, His336 e Tyr353, ligacdes de hidrogénio néo classicas com
o residuo Ala349 e ligagdes de hidrogénio classicas com os residuos Asp256, Val257, Leu258
e Tyr337 (Figura 27).
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Figura 26. Modos de ligagdo da taiwanina C com a PAR-1. Linhas pretas tracejadas mostram
ligacOes de hidrogénio classicas, linhas azuis tracejadas mostram ligacGes de hidrogénio ndo

classicas e as interacdes hidrofobicas ndo sdo destacadas na figura

y
.__.-".
7/ &AL257

Y,

/
= "}—LEuzsa

., -
. \_,'-_’\
- \

i
% HIS255
~

Figura 27. Modos de ligacdo da indometacina com PAR-1. Linhas pretas tracejadas mostram
ligacOes de hidrogénio cléssicas, linhas azuis tracejadas mostram liga¢Ges de hidrogénio ndo

cléssicas e as interacdes hidrofobicas ndo séo destacadas na figura
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Tanto o vorapaxar quanto a indometacina mostram interacdes com residuos do sitio da
proteina envolvendo as estruturas como um todo. No caso da taiwanina C, uma pequena por¢do
da molécula interage com apenas trés residuos de sitio. Observa-se também que a taiwanina C, ao
contrario da indometacina, ndo interage com os residuos Tyr183 e Phe 271, que de acordo com a
literatura (Zhang et al., 2012), sdo ambos importantes para a atividade inibitoria do vorapaxar. No
entanto, as interacfes da taiwanina C com esses trés residuos sdo interacdes fortes ocorrendo a
partir de ligacGes de hidrogénio classicas e ndo classicas. Esses estudos sugerem que a taiwanina
C tem acdo sobre 0 PAR-1, conforme demonstrado nos ensaios biolégicos, porém com modelo de
interacdo diferente de vorapaxar e da indometacina.

Assim, os resultados observados no docking molecular tanto para COXs quanto para PAR-

1 corroboram com os resultados dos ensaios in vitro.
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5 CONCLUSOES

A taiwanina C foi sintetizada de forma mais eficiente e com reagentes mais acessiveis
pela rota 2, sendo que apresentou ainda um rendimento maior do que nas rotas descritas na
literatura, utilizando reagentes com menor custo, de facil obtencdo e manipulacdo. A reducédo
de parte dos custos foi possivel pela eliminacdo das etapas de purificacdo, evitando gastos com
solventes e silica, uma vez que por esta rota, geralmente os produtos e subprodutos sdo
facilmente removidos por lavagem do sélido;

As duas rotas sintéticas propostas apresentaram rendimentos superiores aos descritos na
literatura para a sintese total da taiwanina C.

A obtencdo da taiwanina C via sintese total € mais vantajosa (quantidade, tempo, custo,
preservacao da espécie) do que a obtencdo por extracdo da planta onde o rendimento chega a
0,01% considerando a extragdo a partir da camada mais interna do tronco que € onde a taiwanina
C é encontrada em maior quantidade.

Os ensaios in vitro com plaquetas humanas usando os agonistas AA e TRAP-6,
mostraram importante atividade antiplaquetaria da taiwanina C;

Estudos de docking molecular estdo de acordo com os resultados dos in vitro e sugerem
que a taiwanina C atua na inibicdo da COX-1, mas também inibe a COX-2 em menor grau;

A taiwanina C mostrou maior acdo antiplaquetéria na presenca de TRAP-6 do que a
indometacina usada como controle, porém, os estudos de docking molecular sugerem diferentes
mecanismos de acdo para 0s dois compostos;

Nos estudos de docking molecular também pode-se observar a acdo da taiwanina C sobre
a PAR-1, porém com interagdo menor e mecanismo diferente daquele observado para o
vorapaxar, o que pode indicar que a taiwanina utilize um outro sitio de ligacdo diferente do
vorapaxar;

Esses resultados demonstram que a taiwanina C atua de forma muito eficiente em duas
vias de sinalizagdo de agregacdo plaquetéria diferentes, o que ndo foi observado em outros
compostos que ja foram estudados. Embora preliminares, os resultados s&o promissores e
indicam que a taiwanina C tem potencial para mais estudos sobre seu uso como possivel alvo

no desenvolvimento de novos compostos que possam atuar como agentes antiplaquetarios.
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ANEXO A

Impacto econdmico e social

Estudos sobre o desenvolvimento de novos agentes antiplaquetarios tem se intensificado
nos Gltimos anos, no entanto, muitos medicamentos langados no mercado tém restri¢des de uso,
efeitos colaterais indesejaveis e alto custo.

Desta forma, existe a necessidade de buscar novas moléculas para o desenvolvimento de
farmacos que possam agir sob varios alvos moleculares envolvidos nos processos de ativacdo
plaquetaria. Dentro deste contexto, a natureza é uma fonte promissora de moléculas com
potencial biol6gico. Entretanto, muitas das moléculas de interesse farmacol6gico sao dificeis
de serem obtidas a partir da extracdo da planta ou por serem espécies protegidas ou pela
diminuta quantidade biosintetizada.

Assim, desenvolver rotas sintéticas mais eficientes para a obtencdo de compostos
baseados na estrutura de produtos naturais que possam ser utilizados no desenvolvimento de
novos farmacos antiplaquetarios sdo cruciais para avaliar seus efeitos, prever futuras aplicaces
mais seguras e diminuir custos de producdo, na tentativa de fazer com esses farmacos possam
ter um preco mais acessivel a toda populacéo.

Desta forma, o presente estudo visou justamente a obtencdo mais eficiente e segura do
produto natural taiwanina C que apresentou excelentes propriedades antiplaquetaria sendo um
composto candidato para futuros estudos mais aprofundados usando modelos in vivo para o

desenvolvimento de novos agentes antiplaquetarios.
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ANEXO B
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ANEXO C

Espectros de RMN dos compostos obtidos pela rota sintética 2

Figura 39. Espectro de RMN de *H do composto 8 ap6s purificagdo em mistura com 8a em

(O 104 TSP 110
Figura 40. Espectro de RMN de **C do composto 8 ap6s purificagcio em mistura com 8a em
CDCls 103
Figura 41. Espectro de RMN de *H do composto 10 em CDCl3...........ccccceveveveveereiersieennen, 112
Figura 42. Espectro de RMN de 3C do composto 10 em CDCl3..........cccccevevvreereresisissinnne, 113

Figura 43. DEPT-135 do composto 10 em CDCI3 .......cccoveieiiiiiiiiiiiieee e 114
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Figura 39. Espectro de RMN de *H do composto 8 ap6s purificacdo em mistura com 8a em CDCls
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Figura 40. Espectro de RMN de *3C do composto 8 apés purificacio em mistura com 8a em CDCl3



o e
WO DO OO O
e
o Chv~ =

SRV ok

8rt'S
FIE'S
9689
168’5

0\

0)
L
o

10

ss0'c
1 80
oPTP
L
Zh0']
10T

PPM

7.0

Figura 41. Espectro de RMN de *H do composto 10 em CDCls
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Figura 42. Espectro de RMN de *3C do composto 10 em CDClIs3
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