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“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o
melhor fosse feito. Nao sou o que deveria ser, ndo sou o que irei
ser...mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes”.

(Martin Luther King)
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RESUMO

Os triterpendides sdo uma classe de produtos naturais biologicamente ativos,
encontrados em alguns seres vivos. Ao longo dos ultimos séculos, as plantas medicinais
contendo triterpendides na sua composigdo apresentaram-se como uma fonte ideal no
tratamento de diversas doengas. Atualmente, inUmeros estudos tém registado os diversos
efeitos terapéuticos dos triterpendides extraidos a partir de plantas. Estes compostos
apresentam atividades biolégicas muito diversificadas, tais como, antitumoral, anti-
inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antifingica e hepatoprotetora. Os triterpendides
pentaciclicos mais citados e que apresentam um maior numero de atividades biologicas
registadas sdo o acido: ursélico e oleandlico. No entanto, estes compostos apresentam
algumas limitagdes, nomeadamente nas suas agdes biologicas, apesar de ser diversificada,

estudos comprovam que ndo sdo as mais eficazes.

Com o intuito de melhorar a agio biolégica dos triterpendides, a comunidade
cientifica tem centrado atencdes na sintese e/ou semi-sintese de novos derivados
triterpendides, isto é, tém-se efetuado modificacdes estruturais especificas na estrutura

quimica do triterpendide, com vista a melhorar a sua relagdo estrutura-atividade (REA).

Nesta tese realizou-se a semi-sintese de quatros derivados triterpendides
pentaciclicos obtidos a partir do acido ursélico e oleandlico e a sua elucidagdo estrutural

através da analise espectral.



ABSTRACT

The triterpenoids are a class of natural products biologically active, found in some
living beings. Over the past centuries, medicinal plants contain triterpenoids in its
composition, presenting itself as a major source in treatment of several diseases. Nowadays,
several studies had reported different therapeutic effects of triterpenoids extracted from
plants. These compounds present biological activities very diverse, such as, antitumor, anti-
inflammatory, antibacterial, antiviral, antifungal, and hepatoprotective. The most
triterpenoids frequently mentioned and present the higher number of biological activities
recorded are ursolic and oleanolic acids. However, these compounds have some limitations,

specifically its biological actions, although many studies show that aren’t the most effective.

In order to improve the triterpenoids action, the scientific community has focused
attention on the synthesis and/or semi-synthesis of new triterpenoids derivatives, that is,
have been made specific structural changes in chemistry structure of triterpenoid to improve

structure-activity (SAR).

In this thesis was made four semi-synthetic pentacyclic triterpenoid obtained from

ursolic and oleanolic acids and the structural elucidation by spectral analysis.
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I. INTRODUCAO

I.I. PRODUTOS NATURAIS

Durante a evolugdo humana, os produtos naturais foram utilizados para o tratamento
de diversas doencas durante varios séculos. Estes compostos naturais apresentam atividades
biolégicas essenciais e sio derivados de fontes naturais, como por exemplo, plantas, animais e
micro-organismos. Os quimicos no final do século XVIIl comegaram a dedicar mais tempo ao
estudo das substincias presentes nos organismos vivos, com o objetivo de isola-las e entio,
identifica-las."* No inicio do século XX, 80% de todos os medicamentos utilizados provinham
de fontes naturais, nomeadamente das raizes, cascas e folhas.?

Os produtos naturais derivam do fenémeno da biodiversidade, apresentando certas
caracteristicas Unicas comparativamente com as moléculas que sio sintetizadas pela quimica
medicinal, e constituem uma das maiores fontes na descoberta de novos farmacos para o
tratamento de doencas infeciosas, neurolodgicas, cardiovasculares, inflamatorias, e

oncoldgicas.'**

I.1.I. OS PRODUTOS NATURAIS NA INDUSTRIA FARMACEUTICA

A indUstria farmacéutica tem como principios basicos o conhecimento e a descoberta
de novos produtos naturais para a produgio de novos farmacos. Com este desenvolvimento
descobriu-se que os produtos naturais apresentavam algumas propriedades especificas
importantes para o avanco da medicina moderna.’ No entanto, o facto de serem produzidos
biologicamente, em organismos vivos, levanta algumas dlvidas a sua utilizagdo e
desenvolvimento. Inicialmente, os produtos naturais eram descritos em muitos livros como
desperdicios metabdlicos, no entanto a partir de 1970, novas analises revelaram que os
organismos que produziam estes metabolitos libertavam substincias quimicas, muitas delas
toxicas, como forma de protecdo ou até mesmo de comunicagio.®’

A importancia dos produtos naturais na medicina, na agricultura e na industria tem
conduzido a inUmeros estudos de sintese, biossintese e de atividades biologicas para estas

substancias. Os produtos naturais sdo divididos em varias classes estruturais: polipeptideos,

peptideos nao ribossomais (PNR), terpenos, alcaléides, entre outros.®

Hoje em dia, a industria farmacéutica moderna, baseia o seu estudo na descoberta de

novos produtos naturais bioativos, identificando-os como novos compostos “lead”
3
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(apresentam certas caracteristicas propicias para gerar um novo farmaco). Apesar das
companhias farmacéuticas durante muitos anos terem negligenciado o potencial farmacéutico
dos produtos naturais, atualmente, cerca de metade dos farmacos utilizados clinicamente sdo

produtos de origem natural.>®'

No estudo realizado por Newman e Cragg'!, foram analisados os novos firmacos
aprovados entre 1981 e 2010, e foram agrupados em diversas categorias de acordo com a sua

origem (Figura 1.1).'""

1. 80, 6% . 202, 15°
S*/NM, 122, 9% | e

"

S* 55, 4%

S'NM, 146, 11%

ND, 299, 22%

S, 387, 29%
mB aN uaNB mND S v S'NM mS* nS*NM n}V

Figura 1.1. Origem de todos os novos farmacos aprovados (n°=1355). V - vacinas ; B - Bioldgico (peptideo ou
proteina isolado de um organismo/célula ou produzido meios biotecnologicos); N - produto natural nio
modificado; NB - produto natural botinico; ND - derivado de produto natural; S - composto sintético sem
nenhuma concecio de produtos naturais; S* - composto sintético mas o farmacéforo é/era de origem natural

NM - simulagio de um produto natural.'!

Consegue-se perceber que apesar dos produtos naturais existirem em bastante
abundincia na natureza a sua transformagdo em farmacos nio é diretamente proporcional a
sua abundancia. Na realidade, existem mais produtos sintéticos comercializados do que
produtos naturais. Este estudo demonstra a importancia atribuida a contribuicdo da natureza
como inspiragdo para a sintese e semi-sintese de novas moléculas."

As industrias farmacéuticas nas ultimas décadas tém diminuido o seu investimento na

procura e desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais. O dificil acesso

4
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aos produtos naturais, o seu fornecimento ou a dificil separagao das misturas dos compostos
obtidos sdo alguns dos principais problemas que contribuiram para a crescente falta de
interesse das indUstrias farmacéuticas. Recentemente, a evolucio de novas tecnologias
revolucionou o screening dos produtos naturais; a sua aplicagdo permite contornar algumas
limitagées iniciais.'*'

O interesse da sintese total na produgio de compostos orginicos semelhantes aos
produtos naturais devido as atividades bioldgicas interessantes que exibem tem provocado
inimeros desafios no ponto de vista quimico, até mesmos aos melhores grupos de Quimica
Organica em todo o mundo.'* Os desenvolvimentos ocorridos na Quimica Farmacéutica
baseiam-se principalmente no estudo da semi-sintese, ou seja, em modificagdes na estrutura
do composto. Por exemplo, os produtos naturais de dificil isolamento necessitam que as
modificagdes estruturais sejam realizadas em compostos com uma estrutura quimica
semelhante, para obter o produto natural inicialmente desejado, em quantidades suficientes
para o seu desenvolvimento e consequente comercializagdo. O fornecimento dos compostos
para o desenvolvimento de ensaios pré-clinicos € um dos principais problemas para a criagdo
de um novo farmaco na industria farmacéutica. Muitos grupos de sintese também tém em
atengdo a apresentagdo de uma estratégia que seja economicamente mais viavel na produgio
do novo farmaco.""

A descoberta e comercializagio de novos farmacos é um processo demorado sendo
necessario em média entre uma a duas décadas para que um novo farmaco seja aprovado e
comercializado. Existem muitos protocolos que tém de ser cumpridos pelas entidades
especializadas que regulam os medicamentos inseridos no mercado. Em 1997, a Food and
Drug Administration (FDA), entidade reguladora nos Estados Unidos da América, aprovou um
programa que permite que os candidatos a farmacos sejam testados em humanos antes que
sejam introduzidos no mercado, devido ao longo tempo de espera e a existéncia de muitos
pacientes em risco de vida. Esta decisdo foi depois alargada a outras entidades reguladoras na
Europa, Japao e Australia. A European Medicines Agency (EMA) é a entidade que rege na Unido
Europeia.®

Apesar do todo o beneficio que os produtos naturais podem trazer para a inddstria
farmacéutica, apenas aproximadamente |0% da biodiversidade em todo o mundo foi explorada
para a procura de novos compostos biologicamente ativos. E importante relembrar que a Mie-

Natureza apresenta cerca de 3 bilides de anos e apenas foi explorada superficialmente.®"
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.2. TERPENOS

1.2.1. CONCEITOS GERAIS

As plantas sintetizam uma enorme variedade de metabolitos classificando-os como:
metabolitos primarios aqueles que sdo sintetizados para processos metabélicos (fotossintese
e regulagio do crescimento e desenvolvimento) no interior da planta, e os metabolitos
secundarios aqueles que estimulam reagdes ecologicas entre a planta e o meio ambiente. Os
terpenos sio considerados um metabolito secundario, identificando-se também como uma
classe de produtos naturais presente em muitas fontes biologicas, tais como, as frutas, vegetais,
cereais, leguminosas, ervas aromaticas e também em plantas medicinais. As plantas sdo capazes
de produzir uma grande variedade de terpenos e muitos delas sdo utilizadas na medicina
tradicional ha varias centenas de anos. '#?!

Os terpenos sdo metabolitos resultantes da condensagio do pirofosfato de
isopentenilo (PIP) e do pirofosfato de dimetilalilo (PPDMA), que atuam como percursores na
biossintese de moléculas em diversos processos, nomeadamente na manutengdo da membrana
celular. O PIP e PPDMA utilizados para a formacdo de terpenos sio constituintes da via do
mevalonato (MVA), também denominada como via HMG-CoA ou via dependente do
mevalonato. Todos os terpenos sdo sintetizados a partir das estruturas basicas isoprenos,

constituidas por uma cadeia aciclica de cinco carbonos (CsHs) (Figura 1.2).2*
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OPP

AN |[|:> Monoterpenos (C10)

Pirofosfato de Geranilo (PG)

OH Diterpenos (C20)
)ﬁ/\opp + )v Tetraterpenos (C40)
! OPP G s

PIP PPDMA Pirofosfato de Geranil-geranilo (PGG)

Sesquiterpenos (C15)
Triterpenos (C30)

Pirofosfato de Farnesilo (PF)

Figura 1.2. Esquematizacio da diversidade biossintética dos principais percursores da classe dos terpenos.

Existe um amplo espectro de diferentes tipos de terpenos, caracterizados tendo em
conta o seu esqueleto, ou seja, o nUmero de carbonos presentes na estrutura principal. Os
terpenos sio classificados como monoterpenos (C10), sesquiterpenos (CI5), diterpenos

(C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40), entre outros (Figura |.2). 22>

1.2.2. DIVERSIDADE BIOSSINTETICA DOS TRITERPENOIDES

Os triterpendides sio derivados do esqualeno ou de outros percursores aciclicos de
30 carbonos. O mecanismo de biossintese dos triterpendides consiste num ataque catidnico,
ativando os percursores através da cascata de ciclizagdes catido-olefina desencadeando um
ciclo, que pode progredir para nova reorganizagio e nova ciclizagdo. Estas reagdes sio
acompanhadas pelas sintases dos triterpendides, ou seja, um grupo de enzimas especificas para

estas reagdes, classificadas como ciclases do esqualeno e do 6xido esqualeno (Figura 1.3). %%
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Epoxidase
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esaualeno

Catido a-Amirina (9)
Bisnoroleanilo C-20

8

Catido ursilo (10)

Figura 1.3. Esquema representativo da biossintese do esqualeno. Adaptado da literatura.?®

O esqualeno é um percursor do grupo dos triterpenoides policiclicos; devido a
presenca de ligagdes insaturadas na sua estrutura, apresenta também algumas caracteristicas
especificas como a reatividade e termolabilidade. O esqualeno foi isolado pela primeira vez a
partir do 6leo de figado de peixe, podendo também ser encontrado em o6leos vegetais e
gorduras de mamiferos. O 6xido esqualeno é o principal percursor na formagido dos
triterpendides, tem a particularidade de apresentar um grupo OH no C3 (Figura 1.3). A
formacdo destas estruturas ocorre através da oxidagio do esqualeno inicial formando depois

3 28,29

um grupo OH no C

Frequentemente, os termos terpeno e terpendide sdo utilizados de forma pouco clara.
O terpeno é um termo coletivo adequado para descrever terpenos naturais, a0 passo que, o
termo terpendide inclui igualmente os produtos de degradagdo natural, bem como os
derivados naturais e sintéticos. Os terpendides sio o maior grupo de produtos naturais
presentes na natureza, exercendo diferentes fungdes em diversos organismos, como nas
bactérias, leveduras, fungos, plantas, animais e em alguns organismos marinhos. Os terpenodides
sdo caracterizados pela sua diversidade estrutural, ou seja, a sua estrutura inicial pode

apresentar diversos rearranjos de ligacdes carbono-carbono.'#*%-32
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1.2.3. PROPRIEDADES QUIMICAS DOS TRITERPENOIDES

A maioria dos estudos realizados nestes compostos sido efetuados com triterpendides
tetraciclicos (quatro anéis) e pentaciclicos (cinco anéis). Os triterpendides tetraciclicos
incluem os damaranos, lanostanos, cicloartanos, cucurbitanos e tirucalanos, e os

triterpendides pentaciclicos sio por exemplo, os oleananos, ursanos, lupanos e fridelanos

(Figura |.4).5%

%

LANOSTANOS

9

*y
20 28

27

TIRUCALANOS

~ \V/'
l 2‘4 FRIDELANOS

23

TRITERPENOIDES TETRACICLICOS TRITERPENOIDES PENTACICLICOS

Figura |.4. Classificacdes quimicas e representagio das principais estruturas quimicas de alguns triterpendides.

Adaptado da literatura.’*

Os triterpendides pentaciclicos apresentam uma estrutura quimica CszHs. O
triterpendide B-amirina (Figura 1.3) da origem aos triterpendides do tipo do 4cido oleandlico
(AO) (acido 3-B-hidroxi-olean-12-en-28-6ico), enquanto, a-amirina (Figura |.3) origina o 4cido

ursélico (AU) (4acido 3-B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico) (Figura 1.5).® Estes sio os dois
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triterpendides mais testados nos Ultimos anos em iniUmeras experiéncias apresentando uma

ampla abordagem farmacolégica na literatura.3>%

Figura 1.5. Estrutura quimica dos triterpenoéides: ursélico (1 1) e oleandlico (12)

O acido ursolico (AU) pode ser facilmente obtido com elevada pureza por meio de
uma extracdo com metanol da folha de alecrim. Quanto ao acido oleandlico (AO), a oliveira
(Olea europaea) é a sua principal fonte de obtengido, apresentando um elevado rendimento

na extracao da polpa das azeitonas e das folhas.***

Os triterpendides existem na forma livre ou conjugada com agUcares sob a forma de
glicosideos, denominados como triterpendides saponinas (Figura 1.6).> Estes sio compostos
conjugados com carbohidratos, existentes em muitas plantas medicinais, alimentos e também
em alguns organismos marinhos. As saponinas sio consideradas compostos bioativos

geralmente produzidos para combater agentes patogénicos e herbivoros.?*3#%

10



I. INTRODUCAO

Figura 1.6. Exemplo de uma saponina triterpendide (13 - Platycoside)

As saponinas sdo classificadas consoante o nimero de cadeias laterais de sacarideos
ligados a estrutura central (aglicona). As mais comuns sdo as monodesmosidicas (constituidas
por apenas uma cadeia de aglcares), também existem as bidesmosidicas (duas cadeias de
aclcares) e as menos abundantes sio as tridesmosidicas (trés cadeias de agUcares). Os
agUcares que normalmente se ligam a saponina sdo a D-glucose, D-xilose, L-arabinose, L-
raminose, D-galactose, 4cido glucurénico e acetilo amino agucar, entre outros.’**

Os extratos de plantas contendo saponinas sio hoje em dia bastante explorados pela
industria, sendo utilizados na producido de aditivos para alimentos e cosméticos. As saponinas

também s3o conhecidas como sendo um dos maiores constituintes de muitos medicamentos

tradicionais.®

|.2.4. SEMI-SINTESE DOS TRITERPENOIDES

As modificagdes estruturais efetuadas na estrutura do triterpenéide podem melhorar
as atividades bioldgicas devido as suas propriedades hemoliticas e citostaticas limitantes para
o uso farmacéutico. Para ultrapassar estas limitagbes e também para expandir a gama de
triterpendides com interesse terapéutico, uma transformagdo do composto por técnicas
quimicas apresenta-se como um ponto de vista vantajoso. As modificagdes sdo realizadas
através de bioprocessos (técnicas biotecnologicas) ou por semi-sintese quimica.®*>*' No
entanto, a necessidade de otimizar reagdes previamente conhecidas deve-se a importancia que

11
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a quimica verde tem hoje em dia na sintese quimica. A “quimica verde” consiste no uso de
processos quimicos mais viaveis, tanto financeiramente como ambientalmente.*

Os principais locais onde ocorrem as modificagdes estruturais sio nos carbonos: C2,
C3, Cl1, C23 e C28 da estrutura basica de um triterpendide. Estas modificagcdes realizadas
nos grupos funcionais do triterpendide podem apresentar uma informagdo importante no
estudo da relagio estrutura-atividade (REA). A comparagio dos diferentes derivados
triterpendides semi-sintéticos para a atividade biologica em estudo ajuda a encontrar a melhor
modificagio estrutural efetuada para o triterpendide em analise.**

O:s diferentes derivados triterpendides sintetizados tém sido sujeitos nos ultimos anos
a varios estudos /n vitro para diversas atividades biolégicas. Por exemplo, em varios estudos
realizados demonstrou-se os efeitos inibitérios contra a proliferacdo e crescimento das células
cancerigenas, evidenciado a atividade anti-proliferativa. Na ultima década, assistiu-se ao inicio
de ensaios /n vivo, em ratos, de alguns derivados triterpendides. O primeiro composto semi-
sintético testado em seres humanos foi o derivado CDDO em 2010. O mecanismo de acio
do triterpendide CDDO e dos seus derivados (CDDO-Me, CDDO-Im, CDDO-EA, CDDO-
TFEA) envolve as proteinas reguladoras do ciclo celular, como por exemplo, a ciclina D1, p21,
p27, entre outras (Figura 1.7).*

O baixo custo como também a biodisponibilidade que o acido oleandlico apresenta
fazem dele um triterpendide ideal para o desenvolvimento da semi-sintese de derivados

triterpendides.”

12
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o AO (12)

CDDO (14)
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Figura 1.7. Estrutura quimica do AO e de produtos semi-sintéticos com potencial terapéutico no

tratamento do cancro. (12 - AO ; [4 - CDDO; |5 - CDDO-Me; 16 - CDDO-Im ; 17 - CDDO-EA ; 18
- CDDO-TFEA)
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1.3. AS ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS TRITERPENOIDES

Nas Gltimas décadas, os triterpendides tém atraido bastante interesse por causa dos
seus efeitos farmacologicos, combinados com uma toxicidade reduzida. Diferentes estudos
tém apresentado resultados importantes da acdo dos triterpendides em diferentes atividades
biologicas, mais especificamente, em doencas anti-inflamatoérias, antibacterianas, antivirais,

antidiabéticas, hepatoprotetoras e antitumorais (Tabela |.1).25374¢-4

Tabela I.1. Fontes de triterpenoides na Natureza e respetiva atividade biologica.
ESPECIE ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIA
D. dendo Antimicrobiano [49]
Pourouma guianensis Antileishmania [50]
Geum japonicum Anti-HIV [51]
Lycopus lucidus Anti-aterosclerético [52]
Origanum majorana Anti-alzheimer [53]
Eucalyptus tereticornis Hepatoprotetor [54]
Nepeta sibthorpii Analgésico [55]
Salvia officinalis Anti-inflamatério e antimicrobiano [56]
Perilla frutescens Anti-inflamatério e antitumoral [57]
Calluna vulgaris Antitumoral [58]
Siphonodon celastrineus Antitumoral [59]

[.3.1. ATIVIDADE ANTITUMORAL

O cancro é um conjunto complexo de mecanismos patolégicos caracterizado pelo
crescimento de células anormais, as quais sdo formadas devido a uma série de fatores
provocando alteragdes no genoma da célula (ADN). No entanto, as alteragdes verificadas
podem ser provocadas por fatores externos ou internos, que nido foram devidamente
corrigidos pelo processo de regulagio da célula (homeostasia).*® A evolugio do conhecimento

nas ultimas décadas, nas areas da quimica, biologia, bioquimica e genética, tem como objetivo

14
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melhorar o conhecimento dos varios processos que envolvem esta doenga, assim como
descobrir outros processos ainda por identificar.*'

O cancro é uma das maiores causas de morte em todo o mundo, tornando-a numa das
maiores preocupagdes da saude publica. A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estima que
em 2030, uma em cada quatro mortes seja devida ao cancro. Este facto inflaciona a urgéncia
na procura de novos meios terapéuticos capazes de melhorar o tratamento, assim como a
prevencio desta doenca.®’ Estudos realizados indicam que cerca de 7,6 milhdes de pessoas em

todo o mundo morreram de cancro s em 2008 (Figura 1.8).

L)
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Figura 1.8. Taxa de mortalidade do cancro em todo o mundo durante 2008. Adaptado da literatura.®?

Um quinto dos casos de cancro registados em todo mundo é causado por uma infegao
croénica, por exemplo, o virus do papiloma humano (VPH) provoca o cancro do colo do utero
enquanto o virus da hepatite B (VHB) pode originar o cancro do figado. Nos paises em
desenvolvimento, cerca de 20% das mortes poderiam ser prevenidas através da imunizagdo
contra o VPH e VHB. Mais de 30% dos cancros evidenciados podem ser prevenidos, devido a
acio dos fatores externos. Evitar o uso do tabaco, o consumo moderado de alcool, a
realizacdo de uma dieta saudavel, e a pratica de exercicio fisico sdo principios importantes na
prevencio do cancro. O consumo de frutas e vegetais, baseado numa tipica dieta Mediterranea

é fortemente associada a baixa incidéncia do cancro assim como outras doengas.®**
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A incidéncia do tipo de cancro no ser humano é diferente entre sexos. O cancro da
mama apresenta uma incidéncia maior entre as mulheres, no entanto, nos homens o maior
nimero de casos registados é representado pelo cancro da préstata.* Devido ao
comportamento social e econémico das populagdes nos ultimos anos, registou-se uma
mudanga na ocorréncia de mortes relacionadas com cancro. Em 2014, nos Estados Unidos da
América, as mortes por cancro foram maioritariamente relacionadas com o cancro do pulmao

e dos brénquios tanto nos homens como nas mulheres (Figura 1.9).%#

Estimated New Cases™

Males Females

Prostate 233 000 27% Braas! 232 670 205,

Lung & bronchus 116,000 14% Lung & bronchus 108,210 13%
Colorectum 71,830 B% Colorecium 65,000 8%

Urinary bladdar 56,300 T% Uterine carpus 52 B30 6%
Melanoma of the skin 43,890 5% Thyroid 47 T80 6%
Kidney & renal pelvis 39,140 5% Mon-Hodgkin lymphaoma 32,530 4%
Mon-Hodgkin lymphoma 38270 4% Melanoma af the skin 32,210 4%
Oral cavity & pharynx 30,220 4% Kidney & renal palvis 24 T8O %
Leukemia 30,100 4% Pancreas 22,890 %

Liver & infrahepatic bile duct 24,600 3% Laukemia 22,280 %
All Sites 855,220 100% All Sites B10,320 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 86,430 28% Lung & bronchus 72,330 26%
Prostate 29 480 10% Breast 40,000 16%

Colorectum 26,270 B% Colarecium 24,040 9%

Pancraas 20170 7% Pancreas 189 420 T%

Liver & intrahepatic bile duct 15,870 5% COvary 14,270 5%
Leukemia 14,040 5% Leukemia 10,050 4%

Esophagus 12,450 4% Utering corpus 8 5490 %

Urinary bladder 1,170 4% MNen-Hodgkin lympharma B 520 3%
Mon-Hodgkin lymphoma 10,470 3% Liver & intrahepatic bile duct 7.130 3%
Kidney & renal pelis 8,900 3% Brain & other nenvous system 6,230 2%
All Sites 30,010 100% All Sites 275,710 100%

Figura 1.9. Os 10 principais tipos de cancro causados nos homens e nas mulheres. Adaptado da literatura.®

A descoberta e desenvolvimento de novos farmacos tém-se centralizado nas Gltimas
décadas, essencialmente na area oncologica, devido ao défice de meios terapéuticos existentes
nesta area em comparagdo com o numero de novos casos registados. O tratamento e a
quimioprevencgao existentes estdo longe de ser uma solugio ideal, sendo importante melhorar
o conhecimento envolvente de todo o mecanismo desta doenga, como por exemplo, o

conhecimento pormenorizado das moléculas alvo dos farmacos administrados.>*'
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[.3.1.1. CICLO CELULAR

O ciclo celular desempenha um papel importante no desenvolvimento de diversas
doengas, nomeadamente no cancro, pois é um processo complexo caraterizado pelo
crescimento e proliferaciao das células, pelo desenvolvimento do organismo e pela regulagéo
do ADN danificado.®

Ao longo do ciclo celular estio envolvidas varias proteinas reguladoras que orientam
a célula numa série de eventos (no decorrer da mitose e da meiose). O ciclo celular apresenta
duas etapas: a Interfase dividida em trés periodos (intervalo Gl, fase S, intervalo G2); e a Fase

mitética (M) (mitose e citocinese) (Figura 1.10).%

' Fase Mitética (M)

Nova Célula

Figura 1.10. Representagédo do ciclo celular.

Durante o ciclo celular existem varios checkpoints que asseguram a continuagao do
processo. Os checkpoints estio localizados no final da fase GI, S e G2; ndo permitindo que a
célula seja replicada se o ADN estiver danificado. A fase M também apresenta um checkpoint

que controla se os cromatideos estio corretamente dispostos no fuso mitotico. Em células

17
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normais, se os checkpoints detetarem incorregdes no ADN replicado sucede-se uma série de
respostas biolégicas dependentes do tipo de erro ocorrente, desencadeando imediatamente
a paragem do ciclo celular e consequentemente a indugdo da morte celular. No caso das
células cancerigenas, estas tém a particularidade de serem capazes de evitar estes checkpoints
permitindo a conclusdo de um ciclo celular defeituoso. Estes checkpoints sio proteinas que
intervém na progressao do ciclo celular denominadas por ciclinas e cinases dependentes de
ciclinas (CDKs).¢

Uma das hipéteses para o tratamento do cancro é definir como alvo os
componentes do ciclo celular, os quais por sua vez vdo interromper o ciclo celular e a

consequente multiplicacdo de células cancerigenas.®’

1.3.1.2. CELULAS CANCERIGENAS

As células cancerigenas apresentam uma dinamica singular em comparagio com as
células normais. As células normais evoluem progressivamente para um estado neoplasico
através de um processo envolvente de varias etapas, onde estas adquirem um conjunto de
capacidades especificas que permitem tornarem-se tumorais, e por fim, malignas. A
desregulacio do ciclo celular subjacente a proliferacao anormal da célula descreve o cancro e
a perda de controlo dos checkpoints, promovendo a instabilidade genética.®®

As “Hallmark of cancer” correspondem as seis capacidades bioldgicas adquiridas pelas
células cancerigenas, acrescentando capacidades distintas e complementares para o
crescimento dos tumores e a sua disseminacdo metastatica (Figura |.11). As seis “Hallmark of
cancer” t&m como principio racionalizar a complexidade da doenga neoplasica, sendo elas, a
sinalizacdo proliferativa, a evasdo dos supressores de crescimento, a resisténcia a morte
celular, permite a replicagdo infinita, a inducdo angiogénese, e a ativagdo da invasdo e

metatese.%8%°
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Sinalizagdo
proliferativa

\ Evasdo dos
Resisténcia a supressores
morte celular de

crescimento

Ativacdo da
invasao e
metastase

Indugdo da
angiogénese

Replicagdo
infinita

Figura 1.11. Representagdo das hallmarks of cancer.

A morte celular é um dos processos biologicos que permite controlar a homeostasia
da célula; esta eliminagio das células, pode ocorrer através da apoptose, autofagia ou
necrose.”” A apoptose € um processo distinto em relagdo aos outros dois tipos de morte
celular, consistindo na contragio celular, condensacdo citoplasmatica, fragmentagio nuclear,
formagdo de bolhas na membrana citoplasmatica e na formagio de corpos apoptoticos, além
disso, € um processo restrito a uma célula e sem um processo inflamatério associado. A
apoptose ¢ iniciada por duas vias: a extrinseca, que culmina com a ativagdo da caspase-8, e a
intrinseca ou mitocondrial, ativa a caspase-9. A via extrinseca ocorre através da ligagio dos
recetores membranares da célula (FasR, TNFa e TRAIL) e pelo recrutamento da FADD e
consequente ativagio da caspase-8. A outra via, a intrinseca, envolve a libertagdo do citocromo
¢ da mitocdndria devido a ativagdo do p53, consequentemente, desencadeia a libertacdo da
proteina Bax (representa um membro pré-apoptético da familia da Bcl2). A libertagdo do
citocromo ¢ provoca a ativagdo da Apaf-1 (uma proteina ATP ou dATP dependente) capaz de

ligar-se a pré-caspase-9 (Figura 1.12).7'-7
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Figura 1.12. Representacio do mecanismo extrinseco e intrinseco apoptoético numa célula. Adaptado da

literatura.”

A maioria dos farmacos anticancerigenos promove a apoptose celular. As mutagdes

ocorrentes nas vias apoptoticas podem conduzir a quimiorresisténcia ao farmaco.”

1.3.1.3.PRODUTOS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTITUMORAL

As principais limitacdes dos farmacos qumioterapéuticos sdo os efeitos secundarios
uma vez que sdo altamente toxicos e provocam tanto a destruigdo das células cancerigenas
como das células normais nos pacientes sujeitos ao tratamento. Por isso, o desenvolvimento
de novos farmacos através das plantas medicinais representou uma etapa importante para uma
futura prevencio e tratamento do cancro.’

Os produtos naturais desde cedo foram testados clinicamente no tratamento do

cancro.>* De facto, na Gltima metade do século, a maioria dos metabolitos secundarios das
20
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plantas e dos seus derivados tém sido aplicados no combate ao cancro. Os metabolitos
secundarios estdo diretamente ligados com a regulacdo do crescimento dos organismos.

Face aos novos conhecimentos sobre o mecanismo de agdo do cancro e a capacidade
dos produtos naturais atuarem em varios alvos moleculares pode ser vantajoso e traduzem
numa melhoria da terapia no tratamento do cancro.®*

Atualmente, varios produtos naturais sio usados clinicamente no tratamento do
cancro. Os produtos naturais com atividade antitumoral podem ser divididos em seis grandes
classes: terpenos, alcaldides de vinca, taxanos, epipodofilotoxinas, camptotecinas e
fotossensibilizantes; entre outros.”"’>’¢

Os alcaldides de vinca sédo isolados a partir da Catharanthusroseus. A vincristina e a
vimblastina foram os primeiros alcaléides vinca a serem isolados (Figura 1.13).”" Estes alcal6ides
inibem a integragio dos microtUbulos dissolvendo os fusos mitéticos das células, impedido a
mitose e o crescimento celular, demonstrando ser bastante Gtil no tratamento de células
cancerigenas. Através dos primeiros alcaléides isolados, varios derivados foram sintetizados

como a vinflunine, que se encontra no mercado desde 2009 para o tratamento do cancro da

bexiga.”

Vincristina (19) / Vimblastina (20) i

Figura 1.13. Exemplos de compostos alcaldides com atividade antitumoral. (19 - Vincristina ; 20 -

Vimblastina)

O Paclitaxel (Taxol®), representante da classe dos taxanos, foi uma das principais
descobertas realizadas nas ultimas décadas, tendo sido identificado como um constituinte ativo
citotoxico no extrato de 7axus brevifolia, em 1971 (Figura |.14). O seu mecanismo de agido
esta associado a destabilizagio dos microtibulos durante a divisdo celular.”® Apenas no final
do ano de 1992, o Taxol foi aprovado comercialmente como um agente quimioterapéutico

usado no cancro do ovario, e em 1994 no cancro da mama.”
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Figura |.14. Representacio da estrutura quimica do Paclitaxel (Taxol® ). (21 - Paclitaxel)

As vendas do Paclitaxel chegaram a atingir lucros de aproximadamente | bilido de
dodlares anuais. Hoje em dia, este farmaco é vendido sob a forma de genérico por diversas
companhias farmacéuticas. O sucesso obtido pelo Paclitaxel gerou inimeros estudos para a
obtengdo de andlogos, este facto contribuiu para a melhoria das suas propriedades,
nomeadamente, o aumento da solubilidade em meio aquoso e a diminuicdo dos elevados niveis
de toxicidade. O primeiro anilogo a ser desenvolvido foi o Docetaxel (Taxotere®);
atualmente o paclitaxel com a formulagio de nanoparticulas ligadas a albumina é conhecido

como Abraxane® (Figura |.15).”*

Figura 1.15. Representagio da estrutura quimica do Docetaxel (Taxotere® ). (22 - Docetaxel)
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Os epipodofilotoxinas sio derivados glicosideos da podofilotoxina, isolados de
diferentes espécies da Podophyllum. A descoberta das suas propriedades anti-mitotéticas deu-
se nos anos 1940 e 1950, no entanto, os elevados niveis de toxicidade, levaram a procura de
novos derivados, tais como o tenipdsido e o etoposideo (Figura 1.16). Estes dois derivados

inibem a topoisomerase |l provocando a apoptose da célula.®

H R=CH, Etoposideo
?H R)%O o
O 0\ Teniposido
< P e Tk
O Y L o
QU o
0 5 I
= O
HaCO OCH;
OCH HsC OCH;,

OH
Podofilotoxina (23)

Figura 1.16. Representacio da podofolotoxina e alguns derivados. (23 - Podofilotoxina ; 24 - Etoposideo ;

25 - Tenipésido)

A camptotecina é um alcaléide de quinolina isolada através da Camptotheca acuminata.
Este composto nunca foi testado em ensaios clinicos devido a sua a baixa solubilidade e elevada
toxicidade. Os seus derivados semi-sintéticos topotecano e irinotecano foram preparados
para superar estes problemas (Figura 1.17). O seu mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo da

topoisomerase | através da destabilizacdo de um complexo intermediario produzido durante

a sintese do ADN.”*7°
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Camptotecina (26)

HO

Topotecano (27) Irinotecano (28)

R
W
\\

OH o

Figura 1.17. Representacio da camptotecina e dos seus derivados. (26 - Camptotecina ; 27 - Topotecano ; 28 -

Irinotecano)

Os compostos fotossensibilizantes tém uma baixa citotoxicidade no escuro, no entanto
quando sujeitos a uma radiagio produzem espécies com elevada reatividade e toxicidade. As
porfirinas sio uma classe de moléculas organicas com uma estrutura capaz de acomodar um
ido metalico no centro (Figura 1.18). A hipericina tem sido estudada nos ultimos anos como
um fotossensibilizante, exibindo uma elevada afinidade para tumores, e desencadeando a

necrose e a apoptose celular, dependendo dos niveis de stress oxidativo.”

OH 0 OH

HO CH
HO CH

OH 0 OH

Figura 1.18. Representagio da hipericina utilizada como fotossensibilizante. (29 - Hipericina)
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Hoje em dia, a prevencdo precoce do cancro é o melhor tratamento possivel. A
quimiprevencdo do cancro ¢ definida pelo uso de agentes naturais e sintéticos capazes de

reverter, suprimir e impedir a progressio do tumor maligno.®

1.3.1.4. MECANISMO DE ACAO DOS TRITERPENOIDES

Os triterpendides sdo altamente multifuncionais e a sua atividade antitumoral é avaliada
consoante a capacidade de bloquear a ativagio do fator de transcricio nuclear (NF)-kB, de
induzir a apoptose, de inibir os transdutores de sinais e a proliferagio celular, de suprimir a
angiogénese, de causar a disfungdao mitocondrial e a capacidade de reverter a multirresisténcia
de varios farmacos e das suas proteinas (Figura 1.19). Os triterpendides podem direcionar-se
para diversas etapas no desenvolvimento do cancro demonstrando serem uma ferramenta

muito importante no tratamento e na quimioprevencio do cancro.**#'

Farmacos antitumorais

IL-6 Membrana
v _' celular

GP130 ™
_—

Citoplasma

B Apoptose ¢

.
$ Membrana nuclear

4

T
77 (7 7 Vea /7 7 s
/) // // )/ /) [/ £/

A
- ) Proliferacio »

Figura 1.19 Diagrama esquematico dos diversos alvos moleculares dos triterpendides e a reversio da

multirresisténcia aos farmacos anticancerigenos. Adaptado da literatura.®

O mecanismo de agdo antitumoral dos triterpendides apresentado na literatura

contém ainda muitas informagdes e pardmetros inconsistentes. Ainda assim, as duas principais
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atividades farmacoloégicas associadas ao mecanismo antitumoral dos triterpendides sdo: a
atividade citotoxica e a atividade anti-inflamatéria. Em diversos estudos de antitumorais
efetuados identificaram-se, inicialmente, o alvo primario da agdo biolégica e as vias de
sinalizagao celulares nas células tratadas com triterpendides, que provocam a morte celular
ou apoptose, com o objetivo de esclarecer o mecanismo de agio envolvente.***’

A atividade citotoxica deriva do comportamento dos triterpendides nas enzimas
metabdlicas do ADN (como a ADN polimerasef3, ADN ligase e as topoisomerases | e Il)
atuando na manutencao e replicagido celular, desencadeando o mecanismo de agio citotoxico
nas células cancerigenas. A inibigio das enzimas envolvidas no metabolismo do ADN atuam
em todo o mecanismo celular responsavel pela manutengio na estabilidade do genoma,
podendo provocar a morte celular.’”?

O mecanismo inflamatério dos triterpendides, interfere com o stress oxidativo na
célula, responsavel por gerar varias mutagdes e promover o desenvolvimento tumoral.
Algumas das enzimas envolvidas no mecanismo inflamatério sdo a SON (sintetase do oxido
nitrico) e o COX-2 (cicloxigenase-2), tém um papel importante na resposta aos tecidos
danificados e aos agentes infeciosos. Os triterpendides AO e o AU foram testados como
modeladores dos niveis das enzimas SON e COX-2. Os resultados obtidos apresentam uma
diminuigio da taxa de transcrigido das duas enzimas, estando também diretamente relacionado
com a supressio do fator de transcrigio NF-kB no decorrer da agio inflamatéria.**8+%

A indugido de SON é um dos principais processos inflamatérios no cancro. Algumas
vias de sinalizagdo do processo anti-inflamatério estio estritamente relacionadas com a
promocao, proliferagio e invasdo de células cancerigenas.¥®” A produgio de niveis elevados
de ON (6xido nitrico) em células cancerigenas induz a apoptose e a assisténcia dos
macrofagos, prevenindo assim a metastizagdo nas células tumorais. Nos estudos realizados

/.’89,90

por Honda et a sintetizaram-se novos derivados do acido ursélico (AU) que inibem a

producdo de ON nos macréfagos dos ratos. A maioria dos derivados semi-sintéticos nestes

estudos apresentaram melhores atividades comparadas com o 4cido ursélico.”®”!

Existem também outros mecanismos antitumorais descritos na literatura para a agdo
dos triterpendides. Varios recetores celulares tém sido reportados como estando envolvidos
na atividade anticancerigena dos triterpenodides, nomeadamente, o recetor hidrocarboneto de
arilo (RhA), o recetor nuclear andrégeno (RA) e os membros da familia de proteinas do fator

de crescimento endotelial vascular (FCEV).® No entanto, estudos mais recentes
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demonstraram outras formas de induzir a apoptose através da reducdo da expressio do gene
da telomerase.®

Um estudo realizado por Andre Nel et a/,”> demonstrou que o stress oxidativo esta
diretamente relacionado com o tipo de agao biolégica celular. Para uma resposta antioxidante,
os niveis de stress oxidativo sdo relativamente baixos, no caso de uma resposta anti-
inflamatéria os niveis de stress oxidativo ja sio um pouco mais elevados, no entanto, para uma

resposta citotéxica, verificaram-se os niveis maximos de stress oxidativo (Figura 1.20).>”

Stress Oxidativo

Aumento da concentragio dos triterpendides

i

>

Figura 1.20. Diagrama esquematico da relagio da concentragio dos triterpendides com o stress oxidativo.

Adaptado da literatura.”®

Tabela 1.2 Resposta biolégica dos triterpenodides dependente da sua concentragdo. (KEAP|-NRF2-ARE: Atividade

antioxidante; Ciclinas, MYC, p21l, p27: Atividade anti-inflamatoria; IKK, recetores TNF, mitocondria: Atividade

antitumoral).

Alvo Molecular KEAPI|-NRF2-ARE

Ciclinas, MYC, p21,
p27

IKK, recetores TNF,

mitocdndria

Inducido das enzimas
Resposta Biolégica de fase 2; previne a

libertagdo citoquinas

Bloqueio da sintese do
ADN e da progressio

do ciclo celular

Ativagdo das caspases

Citoprotecio; Anti-
Resultado Final
inflamatoria

Inibe a proliferagio
celular; induz a

diferenciacio

Apoptose
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1.3.2. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Os triterpendides foram inicialmente identificados por apresentarem propriedades
anti-inflamatérias em diversos estudos com culturas de células in vitro e em experiéncias in
vivo. A capacidade anti-inflamatéria estd relacionada com a habilidade de inibir varias enzimas
proé-inflamatérias, tais como, a lipoxigenase, a cicloxigenase (COX), a produgdo de 6xido
nitrico (ON) e a matriz metaloproteina-9 (MMP-9, estimulacdo da translocacdo nuclear pelo
recetor glucocorticoide).’’ A ocorréncia de um processo anti-inflamatério é acelerado pelo
sistema imunitario, que reage a uma imensa variedade de agentes patogénicos, desde virus a
parasitas, e distingui-os do tecido humano saudavel desencadeando de seguida um processo

de protecio do organismo contra os agentes exteriores.”

A doenca de Alzheimer ¢é classificada enquanto transtorno neuro-degenerativo devido
a perda neuronal seletiva e neurofibrilar e ao aumento dos depésitos extracelulares da
proteina amiléide insoltvel. O stress oxidativo contribui para a formagao de placas amiléides,
que podem ser uma fonte de espécies oxidativas. Um estudo /n vitro demonstrou que o AU
inibe a formagdo do SON das placas amiloides, promovendo uma melhoria na viabilidade

celular através da diminuicio da neurotoxicidade.”

Aterosclerose é uma doenca cronica inflamatéria, sendo também considerada como
uma das principais causas das doengas cardiovasculares.” O stress oxidativo também esta
relacionado com a aterosclerose e é responsavel pela migragio, proliferacido e apoptose das
células do musculo liso vascular. Alguns estudos realizados com AU exibiram sinais de inibi¢ao
da quimiotaxia, com a redugido na expressio do antigénio nuclear da célula proliferativa

(ANPC) e a desorganizagdo da B-tubulina registado nas células do musculo liso vascular.”>*’

A esclerose multipla é uma doenga autoimune, ou seja, uma doenga anti-inflamatéria
degenerativa do sistema nervoso central (SNC). Os triterpendides, mais especificamente, o
AO foi capaz de melhorar os sinais neurolégicos de um paciente com esclerose multipla,
provocado a inibicio dos componentes da inflamagdo. Esta experiéncia foi previamente

realizada num modelo de rato.*®
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[.3.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A resisténcia a infegdes bacterianas é um problema comum em muitos hospitais e em
individuos com uma atividade deficiente ou reduzida no sistema imunolégico. A formacédo de
biofilmes nas infegdes bacterianas é uma problematica causada pela recorréncia dos sintomas
e pela falha no tratamento bacteriano. O biofilme € um conjunto complexo de microrganismos
que apresenta muitas vezes um baixo metabolismo e um reduzido consumo de oxigénio,
originando condigbes propicias na resisténcia aos antibiéticos. No entanto, Ren et al,”

demonstrou que o AU é um bom inibidor na formagao de biofilmes.***!%

Em diversos estudos, os triterpendides apresentaram uma atividade bacteriana
assinalavel contra alguns microrganismos responsaveis pelas infegdes bacterianas que afetam
habitualmente a satde publica.>*'®

Tanto a tuberculose, como a leishmaniose e a malaria sdo doengas provocadas pela
presenca no organismo de uma bactéria e protozoarios, respetivamente. %% A tuberculose
é causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis, sendo uma doenga de longa data e que
continua diariamente a provocar um nimero elevado de mortes em todo o mundo. O AO foi
testado contra esta bactéria e outras. '

No caso da leishmaniose e da maldria, sdo doencas causadas pela presenga de
protozoarios. Estes parasitas afetam cerca de 3 bilides de pessoas em todo o mundo.
Leishmania é uma infecdo no protozoario transmitida por insetos, sendo o seu tratamento
baseado em antimoniais pentavalentes, que sio muito toxicos para o organismo. Alguns
derivados triterpendides demonstraram inibir o crescimento de dois estagios morfolégicos

principais, a amastigota intracelular e promastigota flagelada devido a ativagio dos

intermediarios do ON pelos macroéfagos (Tabela 1.3).2019'-12

Tabela 1.3. Determinagéo /n vitro do 1Cso (WM) do AU nas varias formas da leishmania.

Espécie IC50 (uM) Referéncia
L. amazonensis promastigotes 20 [50]
L. infantum promastigotes >25 [50]
L. amazonensis amastigotes 24 [102]
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1.3.4. OUTRAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

A infegdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) em seres humanos é
atualmente um grande problema de satide mundial, ainda sem tratamento. Os triterpendides
neste contexto atuam como inibidores provocando um efeito inibitorio sobre a transcriptase
reversa do VIH.'*+'%

Num estudo mais recente realizado por

Fei Yu et al'” verificou-se que os

triterpendides, mais  especificamente  os _

Conserved sites —>
derivados do AQO, inibem a entrada do Virus da
Hepatite C (VHC) na célula (Figura 1.21). Esta
técnica representa uma nova abordagem eficaz
em relagio a mistura de outros inibidores

normalmente utilizados.'” A cirrose e a fibrose

Figura 1.21. Mecanismo de agdo dos triterpendides

hepética sdo habitualmente causadas pelo virus
no VHC. Adaptado da literatura.'”
da hepatite C.'*®

Como mencionado anteriormente, os triterpenodides apresentam diversas atividades
biolégicas. Hoje em dia, existem novos hébitos tanto sociais como alimentares, suscetiveis ao
aparecimento de novas doengas. A diabetes e a obesidade sdo exemplos do tipo de doengas
que atualmente afetam o Homem.'”

A diabetes e as complicagdes diabéticas sio responsaveis por gastos significativos em
medicamentos especificos. O tratamento desta doenga é geralmente efetuado através da
aplicacdo de uma injegdo de insulina, apesar de hoje em dia, ja terem sido testadas outras
formas de aplicagio alternativas. A diabetes de tipo 2 é considerada uma doenca metabdlica
devido a desordem nos niveis da glucose sanguinea. Um agente antidiabético ideal é
responsavel pela diminuicio dos niveis de glucose no sangue. O glicogénio fosforilase é uma
enzima responsavel pela decomposi¢io do glicogénio para produzir energia, o AO é um
inibidor natural desta enzima. A tirosina fosfatase estda envolvida no processo de
desfosforalizacdo do recetor da insulina, e a introdugdo do AO vai surgir como um inibidor
competitivo. No caso da enzima a-glicosilase que hidrolisa a ligagdo da glucose, a inibigdo desta

enzima vai retardar a digestio de hidratos de carbono causando um aumento da glucose

sanguinea. O AU também inibe esta enzima, a-glicosilase.'®!'"!
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A obesidade é um problema de saltde mundial que afeta principalmente os paises
desenvolvidos, pode ser considerado como um fator importante na predisposi¢io a outras
doencas, como por exemplo, distdrbios metabolicos, dislipidemia, aterosclerose e diabetes do
tipo 2. Os triterpendides atuam ao nivel dos triglicerideos no plasma, através da inibicio da
lipase pancreatica e também pela estimulagio da lipolise no tecido adiposo. Assim sendo, os
triterpendides também conseguem reduzir os niveis de colesterol plasmatico, assim como os

triglicéridos.''>!'"3

31



2. OBJETIVOS
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2.  OBJETIVOS

O acido ursélico (AU) e o acido oleandlico (AO) sio triterpendides pentaciclicos que
apresentam diversas propriedades farmacoloégicas, no entanto, exibem um potencial
terapéutico reduzido. Contudo, estudos de relagio estrutura-atividade (REA) identificaram
potenciais modificagdes estruturais nos triterpendides que podem conduzir a formagdo de
novos derivados semi-sintéticos com uma atividade terapéutica aumentada em relagdo aos
triterpendides AU e AO.

Com este principio, efetuou-se a semi-sintese de derivados triterpendides
pentacicliclos e a sua andlise estrutural através da espectrometria magnética nuclear (RMN)

para identificar as estruturas quimicas dos novos compostos.
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3.1. CONCEITOS GERAIS

O conhecimento da quimica existente nos processos bioldgicos, tem permitido
identificar novos alvos biologicos para agentes terapéuticos, através de um conjunto de
diversas técnicas como a obtengio de compostos de sintese e/ou semi-sintese, a elucidagio
estrutural e a avaliagio da relagio estrutura-atividade (REA).'"*

Como mencionado anteriormente, a semi-sintese de compostos triterpendides
representa um passo essencial na descoberta e desenvolvimento de novos derivados
triterpendides com potencial terapéutico aumentado. Geralmente, a ocorréncia de
modificagdes no anel A, por exemplo, na presenca de grupos carboxilico na posigio C-3
conduzem a um aumento significativo da atividade antitumoral. Uma modificagdo estrutural na
posigao C-17 do grupo carboxilico, também pode levar a um aumento significativo da atividade
bioldgica do triterpendide.’!'>!'¢

O triterpendide pentaciclico AU (I1) apresenta uma estrutura quimica muito
semelhante ao AO (12), a diferenga entre ambos consiste apenas na localizagio de dois grupos

metilos, no AO encontram-se no C20, enquanto que no AU um grupo metilo estd no C20 e

outro no CI19 (Figura 3.22).
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Figura 3.22. Representagio estrutural de um triterpenéide pentaciclico. (11 - AU ; 12 - AO)
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Para a obtengdo de novos derivados triterpendides é essencial perceber todas as
técnicas envolvidas na sintese quimica. Existem trés etapas importantes: a reagdo quimica, a
purificacdo e a andlise estrutural. Uma reagdo quimica envolve um substrato inicial, neste caso
o acido ursdlico (1) e oleandlico (12), solventes, reagentes, e também pode conter um
catalisador, resultando por fim num ou mais produtos. A pressdo e temperatura sio fatores
externos que podem influenciar algumas reagdes, existindo a necessidade de um controlo das

mesmas (Figura 3.23).'”7

AU Reagente Produtos Secundarios Work-up
AO Catalisador Coluna Cromatografica
Solvente

Figura 3.23. Diagrama esquematico de uma sequéncia quimica. (Substrato: AU ou AO; na reagio vai reagir
com um reagente, na presenca de um catalisador e solvente(s); resultando nos produtos principais, e também
em produtos secundarios; segue-se a purificagio dos produtos principais por work-up e coluna

cromatografica; resultando no produto final.)

O processo de semi-sintese ndo envolve apenas a reagdo quimica; o work-up, em
sintese organica, consiste numa série de eventos necessarios para o isolamento e purificagdo
do produto principal. A cromatografia de camada fina (CCF) é uma técnica muito simples e
importante para o controlo da reacdo tanto durante como apos a sua conclusio. A CCF é
fundamental no acompanhamento das reagdes, principalmente naquelas que resultam em
varios produtos reacionais (misturas). Esta apresenta algumas vantagens na sua utilizagio,
nomeadamente o uso de pequenas quantidades, o baixo custo e também permite que a
separagdo dos compostos seja visivel e obtida em pouco tempo. Esta técnica consiste na
utilizagdo de um adsorvente, do eluente, do composto em analise e do composto inicial. O
adsorvente utilizado neste trabalho foram as placas comerciais de silica (TLC Silica gel 60H
F2s4), enquanto que o eluente foi preparado através de uma mistura de solventes de baixo
custo. A proporgdo usada na mistura de solventes para o eluente é muito importante e esta
diretamente relacionada com a polaridade do composto inicial.

A coluna cromatografica é outra técnica utilizada na separagdo de misturais reacionais,

ap6s uma reagio quimica, sendo esta a técnica cromatografica mais utilizada no nosso grupo.
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A coluna cromatografica apresenta os mesmos principios de uma CCF consistindo na
separagdo dos produtos obtidos na reagio quimica, pois podem ainda conter algumas
impurezas mesmo apos a realizacio do work-up, sendo necessario purifica-los.

A espetrometria de ressondncia magnética nuclear (RMN) é uma técnica de elucidagio
estrutural muito utilizada em compostos organicos e neste caso usada na analise estrutural
dos derivados triterpendides semi-sintéticos. Esta técnica é baseada na detegio e medicio do
spin nuclear, sendo a posicdo do sinal de ressonancia de um nucleo influenciada pelo meio
onde este se encontra inserido (na estrutura da molécula). O nlcleo do 4tomo que esta a ser
observado pode gerar mais que um sinal, de acordo com a regido vizinha caracteristica da
molécula. Os nucleos |H (protdo) e 13C (carbono |3 - isétopo estavel do carbono) sdo os
mais utilizados na observagio do fendmeno de ressonancia magnética, uma vez que estdo
presentes em todos os compostos organicos, ho entanto existem outros nucleos. O Dept
(intensificagdo da distorgdo por transferéncia de polarizagdo) é um método muito Gtil na
determinacdo de carbonos primarios (CHs), secundarios (CH.) e terciarios (CH). O espectro
de Dept-135 é o mais utilizado e diferencia os CH, (sinais negativos) dos CHs e CH (sinais
positivos). Os sinais dos carbonos quaternarios, sem protdes acoplados, nio sio identificados
no espectro.''®

A anilise estrutural dos derivados semi-sinéticos foi efetuada por RMN ('H, *C e Dept-
[35). Esta andlise foi realizada através da comparagio dos espectros dos derivados

triterpendides com os espectros do AU e AO ja descritos na literatura.'"”

3.2. ACIDO URSOLICO (11)

As seguintes reagdes apresentadas foram todas efetuadas com o acido ursélico (AU)
como substrato inicial. Neste trabalho, realizou-se a semi-sintese de compostos
triterpendides, mais especificamente a derivatizagdo no grupo hidroxilo, C3 e no grupo
carboxilo, C28 no AU.''®

Uma das principais reagdes de partida destes compostos consiste na introdugio do
grupo acetato no C3 do anel A. Os compostos com acetato sdo geralmente obtidos através
de uma reagio do substrato inicial (AU) com um anidrido na presenga da piridina (solvente) e
do catalisador 4-dimetilaminopiridina (DMAP). O anidrido acético (CH3CO),0O) é um reagente
eletrofilico forte muito versatil e muito utilizado em reagdes de acilagio para transferir o

grupo CH;CO.'*'?!
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O DMAP ¢é um catalisador nucleofilico, derivado da piridina, e usado em varias reagdes
nomeadamente nas esterificagdes. Nos Ultimos tempos, o DMAP foi usado como catalisador
com o anidrido acético para as reagdes de acetilagio (reagio de esterificagio especifica).'>''>
Apesar de a piridina ser um solvente barato, é demasiado téxico e apresenta também um odor
intenso desagradavel, colocando assim alguns inconvenientes a sua utilizagdo. Para evitar o seu
uso como solvente nesta reagio, algumas publicagdes demonstraram bons rendimentos com

o uso de tetrahidrofurano (THF) como solvente alternativo.'”*'® O composto |I.1 foi

preparado e obtido a partir do AU (I 1) segundo estas condi¢des (Esquema 3.1).

Esquema 3.1. Sintese do derivado | 1.1

a) Condigoes: Anidrido Acético, DMAP, THF, Temperatura Ambiente

O aumento de escala da reagao de semi-sintese do composto | |.| (substrato superior a 100
mg) resulta na formagdo de um produto secundario |1.2 (Figura 3.24) para além do produto
principal. Este produto secundério deve-se a presenga de um grupo carboxilo no C28 do AU.
Apesar de ser extremamente instavel, s6 apos a realizacdo de uma coluna cromatografica é
que o produto | 1.2 foi convertido quase na sua totalidade no composto | I.| pretendido. No
entanto, se a reagdo for realizada numa escala menor (substrato inferior a 100 mg) este
problema n3o se verifica, pois apdés o work-up este produto secundario é imediatamente
convertido na sua totalidade no composto | 1.l. Denotou-se ainda que nestas condigdes, a
formacio do produto secundario |1.2 é quase inexistente apos as 24 horas de reacio. E
importante referenciar que a coluna cromatografica foi realizada em ambas as condigdes

devido a presenca de outras impurezas menos relevante apds a reagio.
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Figura 3.24. Produto secundario | 1.2. na reagéo a)

O composto | 1.1 foi sintetizado e posteriormente caracterizado através do RMN ('H,
BC e Dept-135) (Figura 3.25, 3.26 e 3.27). A presenca do sinal § 5.23 ppm corresponde ao
protdo HI2 relativo & presenga da insaturagdo da molécula projetando o sinal (tripleto (t))
para um maior desvio quimico. O composto | 1.l exibe ainda no seu espectro 'H-RMN um
duplo dubleto (dd) a 6 4.50 ppm correspondente ao protio H3 do C3 (carbono quiral) devido
a proximidade do grupo acetato introduzido neste carbono; o sinal a 6 2.16 ppm represente
um dubleto (d) referente ao protio HI8 do CI8, este protio também apresenta um desvio
quimico consideravel devido a presenga do grupo carboxilo no Cl7; e a 6 2.04 ppm, o sinal
com maior intensidade, um singleto (s), corresponde aos 3 protdes do grupo acetato
introduzido no C3 da molécula. Os restantes 5 sinais identificados correspondem aos protdes
dos 6 metilos (CH3) do composto |I.I nos carbonos C23, C24, C25, C26, C29, C30, no
entanto os protdes (3H) do C27 ndo se encontram identificados devido a proximidade do
grupo carboxilico (C28) apresentado assim um maior desvio quimico. Os restantes protdes
encontram-se entre os |.10 ppm e os 2.00 ppm, na zona dos CH,, onde os sinais sio dificeis

de diferenciar devido ao elevado numero de protdes.'**'>
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Figura 3.25. Espectro 'H-RMN do derivado | |.I

No espectro de *C-RMN consegue-se facilmente identificar os 5 carbonos a esquerda
do cloroférmio. O sinal a & 183.29 ppm corresponde ao C28 do grupo carboxilo, pois
apresenta o maior desvio quimico; o & 170.87 ppm ao carbono carbonilo do grupo do acetato
(OCOCHS3); o sinal a 6 137.78 ppm ao ClI3, enquanto o 6 125.57 ppm ao CIl2, e por fim o
sinal 6 80.77 ppm corresponde ao C3. O espectro apresenta 31| sinais, correspondentes aos
32 carbonos existentes no composto | |.1. O sinal a 8 23.40 ppm corresponde ao C23 e C24,
pois estio no mesmo plano na molécula, consequentemente o seu sinal € o mesmo, por isso,

apresentam uma intensidade mais elevada em relagio aos outros picos (Figura 3.26).
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No espectro Dept-135 do composto | 1.1 identificou-se a presenga de 9 carbonos CH»

(sinais negativos) e |5 carbonos CH e CHjs (sinais positivos), como esperado (Figura 3.27).

Esquema 3.2. Sintese do derivado | 1.3

OMe

b) Condigdes: Carbonato de Potassio, lodometano, DMF (dimetilformamida), N,

Temperatura Ambiente

Esta reagdo baseia-se numa substituicdo electrofilica com a introdugio do grupo metilo
(CHs) no C28 do AU, denominada como uma metilagio. (Esquema 3.2). O iodometano (CHjsl)
¢ muito utilizado nas reagdes de metilacio em acidos carboxilicos, portando-se como um
reagente eletrofilico, na presenga do carbonato de potassio (K,COs3) sob atmosfera de azoto
(N2).

O composto | 1.3 foi sintetizado e depois caracterizado através do RMN ('H, *C e
Dept-135). No espectro do 'H-RMN correspondente ao composto | I.3 (Figura 3.28), verifica-
se a presenca de um singleto (s) a 6 5.24 ppm corresponde ao protio HI2, tal como no
espectro 'H-RMN do composto |1.l (Figura 3.25), relativo a presenca da insaturagio da
molécula. O sinal a & 3.60 ppm com maior intensidade representa os 3 protdes do grupo
metilo (CH;) introduzido no C28. O composto | 1.3 exibe também no seu espectro 'H-RMN
um duplo dubleto (dd) a & 3.20 ppm correspondente ao protio H3 do C3, devido a presenca
do grupo hidroxilo nesta posicdo. Os restantes 8 sinais identificados na zona de menor desvio
quimico correspondem aos 7 metilos (CH3) do composto | 1.3. Os sinais a 0.85 ppm e a 0.86

ppm correspondem apenas a 3 protdes de um CHs, apresentando-se como um dubleto (d)."*!
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Figura 3.28. Espectro 'H-RMN do derivado | 1.3

W 4 305=

No espectro de "“C-RMN (Figura 3.29), consegue-se facilmente identificar os 4
carbonos a esquerda do cloroférmio, todos eles apresentam valores muito semelhantes do
espectro de C-RMN do derivado | I.1, apresentando também as mesmas correspondéncias
nos carbonos devido as semelhangas estruturais entre os dois compostos. O sinal a & 178.21
ppm corresponde ao C28 do grupo carboxilico, a & 138.29 ppm ao CI13,a 6 125.57 ppm ao
C12, e por fim o sinal 6 79.18 ppm corresponde ao C3.
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O espectro Dept-135 do derivado | 1.3 apresenta 9 sinais negativos correspondentes

aos 9 carbonos CH, e |5 sinais positivos relativos aos |5 carbonos CH e CHjs (Figura 3.30).

Esquema 3.4. Sintese do derivado | 1.4

HO

c) Condigdes: Jones, Acetona, 2-propanol, 0°C

Na reacdo representada no Esquema 3.3 ocorre uma oxidagdo no C3 do AU,
correspondente a perda de um protio e consequente formacao de um grupo funcional cetona.
O reagente de Jones é uma solugdo previamente preparada, usada como agente oxidante, e
produzida pela diluicio do triéxido de crémio (Cr(VI)Os) em acido sulfarico (HCI) e acetona
(CH3(CO)CH:). Esta reagio processa-se, apos a adigdo cuidada do reagente de Jones a solugio
0 que originou uma alteracdo de cor para castanho (inicialmente a solucdo encontrava-se
incolor devido a cor branca do AU). No entanto, o solvente 2-propanol utilizado para o
término da reagdo provocou uma nova alteragio de cor, neste caso a solugdo passou a verde-
escuro. Verificou-se que a adigdo em excesso do 2-propanol altera a cor da reagdo para azul
e nio verde-escuro, nestas condi¢des verificou-se também dificuldades na realizagio do work-
up.

O derivado | 1.4 sintetizado foi analisado por RMN ('H, "*C e Dept-135). No espectro
'H-RMN do composto 11.4 (Figura 3.31), detona-se uma falta de resolucio devido ao
alargamento dos sinais, ou seja, os picos ndo se encontram bem definidos, contudo estdo
representados todos os protdes comparativamente ao espectro do AU. O sinal 6 5.26 ppm
corresponde a um singleto do protdo HI2 (semelhante aos outros derivados analisados),
apenas este sinal se encontra em desvios quimicos maiores. O derivado | 1.4 exibe também
no seu espectro 'H-RMN um sinal a § 1.08 ppm com maior intensidade que os restantes sinais

na mesma gama, correspondente aos 6H, ou seja, 2 metilos (CH;). Os restantes 5 sinais
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identificados sdo representativos dos outros metilos (5) presentes no derivado |1.4,

correspondente a quinze protées (5x3H).'>
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No espectro de *C-RMN consegue-se facilmente identificar os 3 carbonos a esquerda
do cloroférmio, pode-se ainda vislumbrar um pequeno sinal a 6 184.82 correspondente ao
C28, de acordo com a literatura (Figura 3.32).'%

O espectro Dept-135 do derivado | 1.4 apresenta 9 carbonos CH; e |15 carbonos CH

e CH;, representados pelos sinais negativos e positivos, respetivamente (Figura 3.33).

17.00
16.99

80.29

6E+08

<

5E+08

4E+08

3E+08

2E+08

r1E+08

r-1E+08

-2E+08

r-3E+08

-4E+08

r-5E+08

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 130 125 120 115 110 105 100 95 % 85 80 75 ( 7()) 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
ppm

Figura 3.33. Espectro DEPT-135 do derivado 11.4

3.3. ACIDO OLEANOLICO (12)

A quimica medicinal tradicional baseava-se no uso de compostos naturais ou derivados
semelhantes, com uma baixa abundancia em atomos de flior. Os compostos fluorados sio
raramente encontrados na quimica medicinal até 1970, apenas 2% dos compostos continham
flior na sua estrutura, atualmente, sdo cerca de 20% dos compostos.'? Este 4&tomo é o décimo
terceiro elemento quimico mais abundante na natureza, apresenta propriedades Unicas em
comparagido com os outros atomos do grupo |7 da série dos halogénios (Cloro, Bromo ou
lodo), e é o elemento mais eletronegativo e de menor tamanho de todos os elementos

quimicos.'”'® Fried'” revelou como introduzir o flior num composto biologicamente ativo,
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no acetato 9a-fluorohidrocortisona, conferindo propriedades benéficas ao composto. Hoje
em dia, muitos compostos fluorados sdo sintetizados na investigacio farmacéutica e sdo
amplamente utilizados no tratamento de doencas. Estes compostos sio bastante atrativos
porque um Uunico atomo de flior numa posigio especifica da molécula pode melhorar
drasticamente as suas propriedades farmacolégicas.”’*"?' O composto 5-fluorouracilo foi
sintetizado por Charles Heidelberger em 1957, e foi o primeiro composto fluorado sintetizado

e usado como agente anticancerigeno.'*>'*

Os compostos orginicos fluorados podem ser obtidos através dos reagentes
nucleofilicos, electrofilicos ou de radicais com reagentes de fltor."** Os reagentes nucleofilicos
como o fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF), trifluoreto de dietilaminoenxofre (DAST) e
trifluoreto de [bis(2-metoxietil)aminoenxofre] (Deoxofluor) sio usados na prepararagio de
compostos mono e difluorados a partir de alcoois, cetonas e aldeidos (Figura 3.34). Os
reagentes electrofilicos “F+” tais como: Bis(tetrafluoroborato) de |-clorometil-4-fluoro-1,4-
diazoniabiciclo [2.2.2]octano (F-TEDA ou Selectfluor) e N-fluorobenzenosulfanimida (NFSI)

formam um composto fluorado a partir de acetonas, esteres e heterociclicos (Figura

3'35)'|34,|35
HaC™ N~ /"“'-4/%(';'_I3 _
F
H.c— ™ \/\/CH3

C

A

SF:

N-S—F
/ HaCO™ >N~ 0CH,

M--T

Figura 3.34. Exemplos de reagentes fluorados nucleéfilos. (A - TBAF ; B - DAST ; C - Deoxofluor)

,—Cl OF O

"+ L1l
45 = O

Figura 3.35. Exemplos de reagentes fluorados eletroéfilos. (D - Selectfluor ; E - NFSI)
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Diversos estudos descrevem a reagdo dos alcenos com o selectfluor como um agente
electrofilico, na presenca de um dador nucledfilo. O selectfluor tem a particularidade de ser
um sélido branco, pouco toéxico, estavel a temperaturas elevadas sendo facil de trabalhar
devido & simples remogio dos produtos secundarios através de um work-up aquoso.'** O
selectfluor tem-se tornado um reagente bastante popular com variadissimas aplicagdes
farmacolégicas como agricolas.'¢'%®

Os solventes, a temperatura e o dador nucleofilico podem influenciar a eficacia e o
nimero de produtos secundarios e isémeros resultantes desta reacio."””'*® As fluoragdes nas

posigdes adjacentes ao grupo carboxilo do AU estdo descritas na literatura, com o isémero o

o produto principal a ser formado.'*’

Esquema 3.4. Sintese dos derivados 12.1 e 12.2

HO

12

d) Condigoes: selectfluor, nitrometano, dioxano, 80°C

Esta reacdo foi efetuada com acido oleandlico (12), como substrato, na presenga do
selectfluor, com uma mistura de dois solventes inertes, nitrometano e dioxano a 80°C,
resultando numa mistura de a e B-fluorolactonas no Cl2. O acido carboxilico comporta-se
como um dador nucledfilico, perdendo um protao, promovendo assim a ciclizagao com o C13
do AO (Esquema 3.4). A utilizacido do AO como substrato inicial na preparagdo de novos

derivados com fluorolactona resulta em reacbes quimicamente estdveis com um bom
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rendimento, no entanto, a mistura de produtos (12.1 e 12.2) resultante apresenta polaridades
muito semelhantes, fazendo com que a purificacio de cada produto seja dificil.

A elucidagdo estrutural dos derivados 12.1 (isémero B) e 12.2 (isbmero a) foi
determinada por RMN ('H) (Figura 3.36). No espectro 'H-RMN, verifica-se a presenga de um
sinal a 6 3,70 ppm relativo ao solvente dioxano, o qual ndo foi devidamente removido apos a
reagio. Estes derivados do AO identificam-se pela presenga de um duplo dubleto (dd) a 6 3,22
ppm referente ao H3 do C3. O sinal (d) detetado a 6 4,56 ppm referente ao H|2 identifica a
presenca dos dois derivados. Denota-se ainda que um derivado encontra-se em maior
quantidade devido a maior intensidade dos sinais 6 4,62 ppm e 6 4,50 ppm. Segundo Leal et
al,'” o sinal correspondente a a-fluorolactana encontra-se & 4,6 ppm enquanto que a B-
fluorolactona a & 4,50 ppm. Sendo assim, o derivado que se encontra-se em maior quantidade

é a B-fluorolactana (12.1), apresentando-se numa proporgéo de cerca de 70%.
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Figura 3.36. Espectro 'H-RMN dos derivados 12.1 e 12.2.
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3.4 PARTE EXPERIMENTAL

Os espectros de RMN, 'H, *C, Dept-135 foram obtidos a partir do espectrémetro
Bruker Avance Il 400 MHz, propriedade do Centro de Quimica de Coimbra no Laboratério
de RMN, da Universidade de Coimbra. Os desvios quimicos foram medidos em 6 (ppm)
usando o & 7.26 para o cloroférmio deuterado (CDCl;) em 'H-RMN e § 77.00 para *C-RMN
como padrdes base. Os desvios quimicos medidos sio dados em ppm e as contantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Para a analise da Cromatografia de Camada Fina (TLC, Thin Layer Chromatography)
analisado em Silica gel 60Hk2s4/Silica gel 60G. Para as colunas cromatograficas a silica usada foi
a Silica gel 60 (230-400 mesh, Merck).

Todos os substratos, acido ursélico (AU) e o oleandlico (AO), assim como os
reagentes e solventes, Selectfluor, 4-dimetilaminopiridina (DMAP), anidrido acético
(CH;CO),0), tetrahidrofurano (THF), carbonato de potassio (K,CO;3), iodometano (CHsl),
reagente de Jones, acetona (CH3(CO)CHs), 2-propanol, dioxano (C4HsO,), nitrometano
(CH3NO,), éter etilico (C4H,00), dimetilformamida (DMF), sulfato de sédio (Na,SOy4), foram
adquiridos a partir de Sigma Aldrich Co. Enquanto que todos os solventes usados nos work-
up’s foram comprados VWR Portugal e apresentavam elevada qualidade analitica. O
bicarbonato de s6dio (NaHCO:s;) e o cloreto de sédio (NaCl) foram obtidos sob a forma
comercial e produzidos no laboratério como solugdes de lavagens para os work-up’s.

Todos os solventes usados nas reagdes foram previamente destilados e secos de

acordo a literatura.'®

Acido 3B-Acetoxi-urs-12-en-28-6ico (11.1):'*'>> AU (150 mg; 0,328 mmol) reagiu em 15 ml
THF a temperatura ambiente, adicionou-se depois anidrido acético (0,07 mL; 0,656 mmol) e
DMAP (10% da massa do AU). Apoés 24 horas foi adicionado mais anidrido 4cetico (0,018 mL;
0,164mmol). Depois de 3 horas, foi removido o solvente sob pressido reduzida, a mistura da
reagio foi dissolvida em AcOEt. A fase aquosa foi extraida com acetato de etilo (3x75 mL) e
de seguida, a fase organica foi acidificada com HCI 10% (2x50mL). A fase organica foi lavada
com NaHCO; (4x50 mL) até que o pH fosse 7 e depois seca em Na;SO4 anidro. O resultante
foi filtrado e evaporado até secar, obtendo-se um sélido branco. O sélido foi entdo purificado
por coluna cromatografica [éter de petréleo/acetato de etilo (10:1) resultando num sélido
branco (124 mg ; 0,248 mmol ; 75%). 'H RMN (400 MHz CDCl;): § 5.23 (I1H t /=3.40), 6 4.50
(IH dd £9.21), 6 2,16 (IH d £11.60), 6 2.04 (3H s), 6 1.07 (3H s), 6 0.96 (3H ), 6 0.86 (6H
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s), 5 0.85 (3H s), 6 0.77 (3H s). °C RMN (100 MHz CDCly): & 18329 (C28), 170.87
(OCOCH3), 137.78 (C13), 125.56 (C12), 80.77 (C3).

3B-Hydroxi-urs-12-en-28-oato de metilo (I 1.3): Preparacio de acordo a literatura'*, a partir
do AU (100 mg ; 0,218 mmol) em 2 mL DMF a temperatura ambiente, com Carbonato de
Potassio (80 mg ; 0,55 mmol) e lodometano (0,03 mL ; 0,436 mmol) sob atmosfera de azoto.
A reagio terminou apds 6 horas e evaporou-se o solvente antes de realizar a diluigio com
AcOEt. A fase aquosa foi extraida com acetato de etilo (3x25 mL). A fase organica resultante
foi lavada com H,O (2x15 mL) e com NaCl 10% (3x25ml), sendo seca em Na,SO; anidro. O
resultante foi filtrado e evaporado até a obtengio de um soélido branco (94 mg; 0,232 mmol ;
91%). 'H NMR (400 MHz CDCI3): § 5.24 (IH t /£7.00 H12), 3.60 (3H s COOCH3), 3.20 (IH
dd £~10,70 H3), 1.07 (3H s), 0.98 (3H s), 0.94 (3H s), 0.91 (3H s), 0.86 (3H d ~6.40), 0.78 (3H
s), 0.74 (3H s). C NMR (100 MHz CDCI3): § 178.21 (C28), 138.29 (Cl13), 125.71 (Cl2),
79.18 (C3).

Acido 3-Oxours-12-en-28-6ico (11.4): A preparacio foi efetuada de acordo com a
literatura'”, a partir do AU (100 mg ; 0,218 mmol) em 2,5 mL Acetona 4 temperatura de 0°C
e adicionou-se depois o reagente de Jones. Apds a alteracdo de cor adiciona-se 2 mL 2-
propanol a temperatura ambiente. De seguida, efetuou-se a filtracio e posteriormente a
evaporacao do solvente, até a obtengio de um sélido branco-sujo (97 mg; 0,213 mmol ; 97%).
'H RMN (400 MHz CDCl;): 6 5.26 (IH t), 6 1.08 (6H s), 6 1.05 (3H s),  1.03 (3H s), 6 0.95
(3H's), 6 0.85 (3H s), 6 0.82 (3H s). *C RMN (100 MHz CDCl;): 6 217.95 (C3), 184.82 (C28),
138.19 (C13), 125.74 (C12).

3B-ol-12a-fluor-olean-13,28B-olide (12.1) e 3B-Ol-12B-fluor-olean-13,28B-olide (12.2):
Preparacédo de acordo a literatura *’ a partir de 12 (50 mg; 0,109 mmol) em | mL nitrometano
(CH3NO;) e 0,066 mL dioxano (C4HsO,) a temperatura de 80°C com Selectfluor (116 mg ;
0,326 mmol). Apoés 28 h a mistura da reagio foi dissolvida em éter etilico e H,O. A fase aquosa
foi extraida com éter étilico (3x20 mL Et;O). A fase organica resultante foi lavada com NaCl
10% (3%x20 mL) e seca em Na;SOsanidrido, sendo depois filtrada e evaporada até a obtengédo
de um solido amarelo (45 mg ; 0,095 mmol ; 87%). Mistura de isémeros (B:a 70:30 por
integragdo do H12). Caracterizacio do derivado 12.1:'"H NMR (400 MHz CDCI3): 6 4.56 (1H
d F46.5 H12),3.22 (IH dd £11.38 H3), 1.23 (3H s C27), I.11 (IH s C26), 0.99 (3H d), 0.98
(3H's), 0.89 (3H s), 0.87 (3H s C25), 0.77 (3H s).
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Neste trabalho foram sintetizados derivados semi-sintéticos triterpendides, a partir do
acido ursolico || (acido 3-B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico) e do acido oleandlico 12 (acido 3-B-
hidroxi-olea- 12-en-28-6ico) e caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Os derivados semi-sintéticos (1 I.1, 11.3 e |1.4) obtidos a partir do AU, resultaram em
reacdes quimicamente estaveis com 6timos rendimentos e foram analisados estruturalmente
em 'H-RMN, “C-RMN e Dept-135, encontrando-se devidamente caracterizados de acordo
com a literatura. Os novos derivados triterpendides (12.1 e 12.2) foram sintetizados a partir
do AO e caraterizados por 'H-RMN. Estes derivados sio dois enatiémeros obtidos por uma
reagdo com o selectfluor resultando num étimo rendimento, no entanto, o seu processo de
purificagdo ndo foi realizado devido a semelhante polaridade identificada nos derivados (12.1
e 12.2). O derivado semi-sintético (12.1) representa o isbmero 3, enquanto que o outro
derivado (12.2) corresponde a forma a. A B-fluorolactona encontra-se aproximadamente em
70% da mistura dos derivados 2.1 e 12.2.

A espectrometria de ressonincia magnética nuclear aplicada a caracterizacio dos
derivados triterpendides semi-sintéticos do AO e AU revelou ser uma importante ferramenta
devido a elevada especificidade, uma vez que, através de uma analise comparativa dos desvios
quimicos dos derivados obtidos e a literatura de compostos semelhantes, podemos
determinar o tipo de alteragido funcional efetuada, assim como, a sua localizagdo na estrutura.

Os resultados obtidos dos novos derivados e o volume de publicagdes existentes com
aplicagdes farmacolégicas para este tipo de compostos demonstram a importancia dos

compostos preparados.
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