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Resumo

O &cido asidtico é um triterpenodide pentaciclico da familia ursano com elevado
potencial terapéutico. Estudos recentes evidenciam a sua eficacia, bem como a de alguns
derivados semi-sintéticos, no tratamento de varias patologias.

A compreensdo da relacdo estrutura-atividade (REA) destes compostos, isto €, o
conhecimento das zonas dos nucleos cuja modificagdo estrutural leva ao aumento da
bioatividade, tem vindo a ser essencial no desenvolvimento de derivados semi-sintéticos mais
ativos. Reacgdes simples de hidrogenacédo, hidroxilacdo, metilagdo e acetilagdo, por exemplo,
podem dar origem a pequenas modificagdes estruturais que levem ao aumento da bioatividade
do composto.

No presente trabalho procedeu-se a preparacao de alguns derivados semi-sintéticos do
acido asiatico tendo como objetivo a formacdo de ligagdes amina a partir da reacdo de grupos
carboxilicos com aminas priméarias e ésteres metilicos de aminoacidos. Posteriormente
recorreu-se a ressonancia magnética nuclear (RMN) — *H, *3C e **DEPT - e & espetrometria

de massa (EM) tendo como objetivo a elucidacdo estrutural dos compostos sintetizados.

Palavras-chave:
Triterpendides Pentaciclicos; Acido Asiatico; Derivados Semi-sintéticos; Haletos de Acido;

Ligacdes Amina; Derivados Amida; Ressonancia Magnética Nuclear; Espetrometria de Massa



Abstract

Asiatic acid is a member of the ursane family of pentacyclic triterpenoids with high
therapeutic potential. Recent studies show its effectiveness, as well as of some semi-synthetic
derivatives, in the treatment of several diseases.

The understanding of the structure-activity relationship (SAR) of this compounds,
meaning, the knowledge of the areas where core structural modification leads to an increase in
bioactivity, has been important in the development of more active semi-synthetic derivatives.
Simple hydrogenation, hydroxylation, methylation and acetylation reactions, for instance,
may lead to small structural modifications that increase bioactivity.

In the present work we proceeded to the preparation of some semi-synthetic
derivatives of asiatic acid aiming amine bonds formation from the reaction of carboxylic
groups with primary amines and amino acids methyl esters. Then we used nuclear magnetic
resonance (NMR) — 'H, *C e *DEPT — and mass spectrometry (MS) to elucidate the
structure of the synthesized compounds.

Keywords:
Pentacyclic Triterpenoids; Asiatic Acid; Semi-synthetic derivatives; Acyl Halide; Amine

Bonds; Amide Derivatives; Nuclear Magnetic Resonance; Mass Spectrometry
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1.1 Farmacos de Origem Natural

O uso tradicional de medicamentos naturais no tratamento de varias patologias fez
com que a medicina desde cedo estabelecesse uma forte ligagdo com os produtos naturais. Tal
facto é evidenciado pelo estudo realizado pela Organizagdo Mundial de Salde onde se estima
que aproximadamente 65% da populacdo mundial utiliza compostos de origem natural nos
seus cuidados de saude primarios [1]. Estes compostos provinham essencialmente de plantas
pelo que a sua exploragdo, bem como a dos seus metabolitos secundérios, evidenciou a
existéncia de principios ativos com interesse farmacéutico.

A planta Podophyllum peltatum, por exemplo, era utilizada no tratamento do cancro da
pele. Assim, devido ao seu interesse farmacol6gico, procedeu-se a analise dos seus
constituintes, resultando na descoberta do composto ativo podofilotoxina — agente
anticancerigeno [2] (Figura 1.1).

Ohle

Podofilotoxina

Figura 1.1 — Planta Podophyllum peltatum e a estrutura do composto ativo podofilotoxina (adapt
http://www.noddingoniongardens.com/images/220_pope_003_svp.jpg).

A exploracdo continuada dos constituintes das plantas medicinais resultou no
isolamento de compostos ativos que continuam a ter grande aplicabilidade nas terapéuticas
atuais, tais como a morfina, os vinca-alcaloides vimblastina e vincristina, a quinina, a
artemisinina, o etopdsido e o tenipdsido, o paclitaxel e os derivados da camptotecina
(topotecano e irinotecano) [3] (Figura 1.2).

A exploracdo dos organismos marinhos também tem vindo a evidenciar a sua
importancia como fonte de compostos bioativos, apesar da sua exploracéo sé ter sido possivel

desde os anos 80 devido, essencialmente, aos avancos tecnologicos no que diz respeito a



recolha de amostras e a producao em larga escala através da aquicultura e da sintese quimica
[4]. O primeiro derivado marinho anticancerigeno a ser incluido em ensaios clinicos foi a
citarabina. Este composto, bem como o seu derivado vidarabina, continuam a ter grande
aplicabilidade na medicina atual, bem como o composto anticancerigeno trabectedina
(Yondelis) [5] (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — Compostos ativos isolados de plantas medicinais e de organismos marinhos.



1.2 Investigacéo e Desenvolvimento de FArmacos

O processo de investigacdo e desenvolvimento de farmacos consiste, primeiramente,
na identificacdo e caracterizacdo do alvo terapéutico molecular para posterior identificagéo de
compostos capazes de se modularem ou estabelecerem uma ligagdo com este (hits). Apds
identificacdo, purificacdo e confirmagdo da sua atividade (hits validados) é possivel o
reconhecimento de uma série de compostos que, além da sua atividade e seletividade
comprovadas, apresentam critérios de originalidade, patenteabilidade e acessibilidade (leads).
Apos verificacdo da sua ndo-toxicidade (lead otimizado) este prossegue para testes clinicos
(fase 1, 11 e I1) onde, apds confirmacdo da sua eficacia e seguranca em testes humanos, €
classificado como novo farmaco, podendo ser registado ap6s submissdao de um pedido a FDA.
Por fim pode ser comercializado [6].

Identificacdo e validagao
do alvo molecular

Identificacdo e validagao
de hits

Identificacdo e
optimizacdo de leads

Estudos pré-clinicos

Estudos clinicos de fase
I, 1lell

Registo e
Comercializacéo

Figura 1.3 — Processo de investigacéo e desenvolvimento de farmacos.

1.2.1 Investigacéo e Desenvolvimento de Farmacos de Origem Natural

A problematica do desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais prende-
se com as limitacGes da disponibilidade do composto, além da sua evidente complexidade.
Normalmente estes sdo produzidos em pequenas quantidades e ndo possuem caracteristicas
otimizadas de poténcia, seletividade e propriedades farmacocinéticas para a terapéutica
humana [2]. O desenvolvimento eficiente de farmacos naturais depende, assim, da

4



colaboracéo interdisciplinar da sintese quimica, da quimica combinatéria, da bioquimica e da
biologia, sendo assim possivel o isolamento e elucidacdo estrutural de leads naturais, o
desenvolvimento de vias sintéticas que possibilitem um aumento de escala sustentavel, a
realizacdo de estudos de REA, a otimizacdo e aumento do potencial clinico do composto e por

fim a sua avaliagdo clinica [1].

1.2.1.1 Sintese de Compostos Naturais

A sintese de produtos naturais, total ou parcial (semi-sintese), pode ser definida como
a ciéncia que leva a producdo laboratorial de moléculas naturais e posterior ajustamento
estrutural [7]. Este ajustamento pode passar por modificagdes estruturais de grupos funcionais
e remocao/introducdo de centros estereoquimicos a fim de otimizar as propriedades fisico-
quimicas e farmacocinéticas dos compostos [2].

A sintese total de produtos naturais € a arte mais dificil e desafiante na area da quimica
organica. Traduz-se na réplica de moléculas naturais a partir de moléculas comerciais mais
simples, ou derivados, permitindo o desenvolvimento de complexos naturais num curto
espaco de tempo e de forma mais eficiente [7]. A sintese parcial de produtos naturais, ou
semi-sintese, traduz-se na modificacdo estrutural de compostos, por métodos quimicos ou
enzimaticos, tendo como objetivo o desenvolvimento de compostos anédlogos [2]. As duas
técnicas anteriores podem levar ainda a identificacdo da parte estrutural da molécula
responsavel pela sua bioatividade (farmacoforo), sendo assim possivel a sintese de multiplos
compostos analogos de complexidade variavel [2].

Estas técnicas sdo igualmente importante na producdo de compostos que resultam da
exploracdo de recursos naturais limitados. Por exemplo, a extracdo insustentavel do paclitaxel
a partir da casca da Taxus brevifolia impulsionou o desenvolvimento de uma via semi-
sintetica através da modificacdo estrutural de um composto natural presente nas agulhas de
varias espécies Taxus, a 10-diacetilbacatina I11. Assim, foi possivel a sua producdo em larga
escala e posterior semi-sintese do composto analogo docetaxel (Figura 1.4) [6].

Também o composto marinho anticancerigeno discodermolide, presente na esponja
marinha Discodermia dissoluta, ndo sendo passivel de ser produzido fora do seu ambiente
natural, levaria a insustentabilidade da sua producéo, nao fosse a criacdo de uma via de sintese
total a partir de duas moléculas comerciais mais simples (Figura 1.5) [8].

A sintese total foi igualmente importante na exploracdo do composto marinho anti-
tumoral halicondrina B. Esta permitiu revelar a estrutura da molécula responsavel pela sua

atividade, permitindo a sintese de varios derivados (Figura 1.6) [2; 9].
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Figura 1.6 — Sintese total a partir do farmacdforo do halicondrina B.



Recentemente foi noticia [10] a descoberta feita por cientistas norte americanos no
desenvolvimento de uma via de sintese mais eficaz na producédo do ingenol (Figura 1.7) —um
derivado natural diterpendide — contribuindo para uma maior eficiéncia na produgéo industrial
do derivado Picato (mebutato de ingenol) (Figura 1.7) — composto aprovado pela FDA para o
tratamento de queratose actinica, uma doenca de pele. A extracdo deste principio ativo era
efetuada a partir da planta Euphorbia peplus e era necessério utilizar 800kg de planta para
extrair 1g de mebutato de ingenol. Assim, apesar de em 2002 se ter desenvolvido a primeira
via de sintese total deste composto, esta englobava mais de 37 passos sintéticos e tinha baixo
rendimento [11]. Atraves desta nova descoberta torna-se possivel a sintese deste composto de
forma eficiente e em apenas 14 passos sintéticos [12], enfatizando uma vez mais a

importancia da sintese quimica na producao de farmacos naturais.

Figura 1.7 — Estrutura do composto natural Ingenol e do derivado Mebutano de Ingenol.

1.2.1.2 Importancia dos Compostos Naturais no Desenvolvimento de Novos FArmacos

Em 1997 Cragg, Newman e Snader, através de um artigo de revisdo, analisaram a
origem e 0 numero de agentes anticancerigenos e anti-infeciosos reportados no periodo de
1984 a 1995 e evidenciaram a importancia dos compostos naturais na descoberta de novos
farmacos. De acordo com a sua origem, estes podiam classificar-se como produtos biolégicos
[B], produtos naturais [N], derivados de produtos naturais (semi-sintéticos) [ND], sintéticos
totais [S] e sintéticos totais a partir de farmacoforos naturais [S*]. Concluiram assim que mais
de 60% dos farmacos anticancerigenos e anti-infeciosos aprovados eram de origem natural
(IN], [ND] e [S*]), percentagem equivalente em relacdo aos candidatos pré-clinicos avaliados
nesse periodo [13].

Em 2003 estendem a sua analise as novas entidades quimicas, candidatas a farmacos,

aprovadas no periodo de 1981 a 2002 e introduzem um novo conceito de compostos
7



miméticos de produtos naturais [NM], isto €, compostos desenvolvidos a partir do
conhecimento adquirido no estudo dos produtos naturais.

Por esta altura a quantidade de recursos financeiros empregues na investigagéo e
desenvolvimento clinico de novos farmacos era bastante elevada mas verificava-se o
decréscimo do nimero de novas entidades quimicas aprovadas (Figura 1.8). No entanto os
compostos naturais continuavam a representar, aproximadamente, 50% das novas moléculas
ndo-bioldgicas descobertas nesse periodo (6% [N], 27% [ND] e 16% [S*]) (Figura 1.9) e em
relacdo aos farmacos anticancerigenos, estes representavam mais de 60% dos compostos nao-
bioldgicos (excluindo [B] e [V]) (Figura 1.10) [14].

Reforcando a ideia de o0s compostos naturais continuavam a ser relevantes no
desenvolvimento de novos farmacos, Butler referiu que em 2000, 2001 e 2002 estes se
encontravam bem classificados no top de vendas mundiais, chegando a representar, em 2002,
40% dos farmacos mais vendidos. Também por esta altura eram aprovados 15 novos farmacos
derivados de produtos naturais nos varios mercados (Estados Unidos, Europa e Japdo) e

outros 15 eram incorporados em ensaios clinicos de fase 111 no final de 2003 [15].

20
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Figura 1.8 — Novas entidades quimicas aprovadas no periodo de 1996 a 2002 (adapt. [14]).

51%

Figura 1.9 — Categoria das novas moléculas ndo-biol6dgicas aprovados entre 1981 e 2002 (adapt. [14]).
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Figura 1.10 — Categoria dos varios farmacos anticancerigenos aprovados desde a década de 40 até 2002 (adapt. [14]).

O facto de se verificar um decréscimo do nimero de farmacos aprovados pode ser
justificado pelo aparecimento de técnicas de quimica combinatéria que levou a indUstria
farmacéutica a mudar a sua estratégia no desenvolvimento de novos farmacos. Através desta
técnica foi possivel o desenvolvimento de bibliotecas de milhares de compostos quimicos
que, apés selecdo por HTS, levava a escolha dos melhores hits. Apesar de ser uma técnica
rapida os resultados foram desanimadores e uma vez que esta esta associada a elevados custos
financeiros, a sua importancia na descoberta de novos farmacos foi posta em causa [15]; facto
evidenciado por Proudfoot ao reportar que esta técnica ndo apresentou nenhuma vantagem na
descoberta de novos farmacos em 2000 uma vez que 8 dos 29 farmacos aprovados tinha
origem em produtos naturais ou em hormonas [16].

Em 2007 surgiu uma nova atualizacdo do artigo de Cragg, Newman e Snader e mais
uma vez foi evidente o decréscimo de novas entidades quimicas aprovadas (Figura 1.11). No
entanto os compostos de origem natural continuavam a representar 50% das novas moléculas
ndo-bioldgicas aprovadas nesse periodo (Figura 1.12) e em relacdo aos compostos

anticancerigenos representavam 57% dos farmacos nao-biolégicos (Figura 1.13) [17].
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Figura 1.11 — Novas entidades quimicas aprovadas desde 2000 a 2006 (adapt. [17]).



Figura 1.12 — Categoria das novas moléculas ndo-biol6ogicas aprovados entre 1981 e 2006 (adapt. [17]).

Figura 1.13 — Categoria dos varios farmacos anticancerigenos aprovados desde a década de 40 a 2006 (adapt. [17]).

1.2.1.2.1 Conclusdes

A percecdo de que o desenvolvimento de farmacos a partir de compostos naturais nao
acompanha outras técnicas de desenvolvimento de farmacos, tal como as técnicas de quimica
combinatdria e HTS, levam a que haja um desinteresse por parte da inddstria farmacéutica na
exploracdo destes compostos. No entanto estas técnicas mais recentes apenas levam a
descoberta de hits que necessitam de posterior confirmacao, avaliacdo e otimizacdo de modo a
determinar a sua viabilidade como leads [18]. A baixa eficiéncia destes métodos é confirmada
pelo crescente decréscimo de farmacos aprovados ao longo do tempo, pelo que sera legitimo
averiguar se a crise de produtividade deriva da crescente dificuldade associada ao processo
propriamente dito de desenvolvimento de novos farmacos ou se se relaciona com a falta de
screening de produtos naturais [15].

Nos ultimos anos foram varios 0s produtos naturais avaliados em modelos
computacionais que exibiram melhores propriedades drug-like, isto é, apresentam maior
similaridade com os farmacos existentes, do que as amostras preparadas por quimica
combinatdria [3]. Tal facto foi confirmado por Proudfoot que, apds analise da origem de
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alguns farmacos, constatou que estes derivam essencialmente de modificagdes estruturais de
farmacos conhecidos [16]. Também a analise aos compostos presentes no Dicionério de
Produtos Naturais revela que 65% dos compostos ndo viola a regra de Lipinski [19; 3], pelo
que a conjugacdo destes fatores evidencia a importancia dos compostos naturais como leads
no desenvolvimento de novos farmacos.

Assim, a solucdo para a atual crise deve passar pela geracdo de bibliotecas de
compostos naturais através de uma abordagem multidisciplinar combinada com metodologias
de sintese e biossintese combinatéria [2]. Uma vez que a indUstria farmacéutica possui
elevados recursos e visto que em termos de andlise e elucidacdo estrutural os avancos tém

sido notdrios, é importante voltar a apostar no screening destes compostos [18].
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1.3 Metabolitos Secundarios de Produtos Naturais

A importancia dos metabolitos secundarios das plantas na medicina, agricultura e
industria tem levado a numerosos estudos de sintese, biossintese e atividade bioldgica destes
compostos [20]. Os terpenos, os glicosideos (saponinas), os alcaloides e os fenodis sdo
exemplos de alguns compostos que tém vindo a ser isolados por exibirem potencial
bactericida, fungicida, antiviral, citotoxico, analgésico, anticancerigeno, cardiovascular,
antialérgico, entre outros [21]. Os terpenos e os seus derivados terpendides, por exemplo, séo

uma classe de metabolitos naturais que tém vindo a ser intensamente explorada.

1.3.1 Terpenos, Triterpenos e Triterpendides Pentaciclicos

Os terpenos sdo constituidos por unidades isopreno (Cs) pelo que podem ser
classificados como hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos
(Cy), sesterpenos (Cys), triterpenos (Csp), carotenoides (Cso) e politerpenos (Cs,). Podem
encontrar-se nas plantas em forma de glicosideo (saponinas) e quando contém oxigénio na sua
constituicdo sdo denominados de terpendides.

Os triterpendides pentaciclicos (saponinas triterpénicas) sdo constituidos por trinta
atomos de carbono (Csp) e cinco anéis. Estes podem ser constituidos por cinco anéis de seis
membros (derivados ursano e oleanano) ou por quatro anéis de seis membros e um de cinco
(derivados lupano) (Figura 1.14) [20].

£\ ursano & oleanano

Figura 1.14 — Diferentes espécies de triterpenos pentaciclicos.

Esta familia de compostos também € constituida por &cidos, que podem ser
encontrados em varias plantas e frutos, tais como o ursélico, asiatico, corosolico, pomélico,
bosweélico, torméntico e madecassico (derivados ursano), o &acido oleandlico, maslinico e

arjunolico (derivados oleanano) e o acido betulinico (derivado lupano) [22; 23]. Estes exibem
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importante atividade biologica e farmacoldgica: atividade antibacteriana, antimicrobiana,
antiviral, antioxidante, anti-inflamatoria, anti-tumoral, citotoxica, analgésica, antialérgica,
anti-hiperglicémica, anti-HIV, hepatoprotetora e cardiovascular, entre outras [24; 22; 21].
Assim é compreensivel a integracdo destes compostos em varios ensaios clinicos para o

tratamento de varias patologias (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Compostos triterpenoides pentaciclicos como agentes terapéuticos inseridos em ensaios clinicos no tratamento
de vérias patologias (adapt [23]).

Composto Patologia Ensaio Clinico

1) CDDO Cancro Fase |

2 CDDO-Me Cancro e doengas renais Fase Il

(3) RTA 404 Esclerose multipla Estudos pré-clinicos
4) Bevirimat HIV Fase Il

(5) S-0139 Doencas cerebrovasculares Fase Il

(6) Acido Oleandlico Doengas hepaticas Registado

@) Acido Glicirrizico Doencas hepaticas Registado

(8) Carbenoxolona Ulceras gastricas Registado

9 Asiaticosideo Cicatrizacao de feridas Registado

@) e

(4)

(") (8) ©)
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1.3.1.1 Biossintese

A biossintese dos terpenos € providenciada pela agdo de vérias enzimas e traduz-se,
fundamentalmente, na formacdo do esqualeno (composto de estrutura (Cs)n), posterior
oxidacdo e consequente formacdo do 2,3-6xido de esqualeno que, apés ciclizacdo e formacéo
de intermediarios catidnicos, d& origem aos varios percursores dos triterpenos pentaciclicos.
Apoés hidroxilagbes e oxidacGes desses percursores formam-se o0s Vvarios derivados

triterpendides pentaciclicos (Figura 1.15) [20].

esqualeno 2 3-Gnido de esqualeno

f

%= o =amiring % lupeal

]

HO

=

-}CHQDH feide betulimen

'EIHZDH dcido asiitico

dcide arjundlico

NUCLED URSANO NUCLEQ OLEANANG NUCLED LUPANO

Figura 1.15 — Biossintese dos diferentes derivados triterpendides pentaciclicos (adapt. [20; 25]).

1.4 Centella asiatica

A Centella asiatica € uma planta medicinal cuja aplicacdo tradicional remete aos
tempos pré-histéricos. Era usada na medicina tradicional no tratamento de problemas
dermatoldgicos (lepra, lupus, eczemas, psoriase), venosos (insuficiéncia venosa cronica),

nefroldgicos e urogenitais, neuroldgicos e psiquiatricos, entre outros [26; 27].
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A andlise e caracterizacdo dos seus constituintes evidencia a presenca de triterpenos,
6leos essenciais, amino&cidos, entre outros compostos, no entanto os constituintes que exibem
maior importancia nos seus efeitos terapéuticos sdo os triterpendides. Os mais abundantes sao
as saponinas asiaticosideo e madecassosideo e as suas sapogeninas (acido asiatico e
madecéssico) (Figura 1.16). No entanto outros constituintes &cidos e respetivos glicosideos
séo reportados na literatura [20].

HO.,,
HO” T
HOH,C R,

Composto R, R, R R:. |Rs
Acido asiatico -H -H -CH; | -CH3 | -H
Asiaticosideo -H 1)-B-D-glc-(6-1) - B -D-glc-(4-1)- -L-rha | -CH; | -CH3 | -H

Acido madecassico | -OH -H -CH; | -CH; | -H
Madecassosideo -OH 1)-p-D-glc-(6-1) - B -D-glc-(4-1)- -L-rha | -CH3 | -CH3 | -H

Figura 1.16 — Principais constituintes da Centella asiatica (adapt [26]).

1.4.1 Acido Asiatico

O acido asiatico é um triterpendide pentaciclico pertencente a série ursano e tem vindo
a ser usado principalmente em tratamentos dermatoldgicos, no entanto estudos recentes
evidenciam a sua importancia terapéutica no tratamento de varias patologias. Assim é possivel
verificar o seu efeito em casos de deméncia [28] bem como a sua atividade neuro-protetora
[29; 30; 31], hepato-protetora [32; 33], anti-hiperglicémica [34; 35], anti-angiogénica [36],
anti-parkinsonica [37], anti-tumoral [38; 39; 40], anticancerigena [41; 42; 40], cicatrizante
[43] e anti-inflamatoria [44].

1.4.1.1 ModificacBes Estruturais do Acido Asiatico

As propriedades quimicas, fisicas e biologicas dos compostos dependem

essencialmente dos grupos funcionais presentes na sua estrutura. A compreensao das zonas
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dos nucleos cuja modificagdo estrutural possa vir a incrementar bioatividade ao composto é
fundamental para a obtencdo de derivados semi-sintéticos mais ativos. Reac¢fes simples de
hidrogenacdo, hidroxilacdo, metilacdo e acetilagdo, por exemplo, podem dar origem a
pequenas modificagdes estruturais que podem aumentar a eficacia e seletividade do composto
[6].

O écido asiatico (Figura 1.17) apresenta alguns grupos facilmente funcionalizaveis:
trés grupos hidroxilo, um grupo olefinico a C(12) e um &cido carboxilico [45]. Assim, é
possivel a mudanca estrutural ndo sé desses grupos mas também do grupo a C(11) e do anel A
[47; 46]. Destas modificacBes estruturais advém inimeros derivados semi-sintéticos, sendo
que alguns tém vindo a demonstrar boa atividade antidiabética [48], anti-tumoral [39], hepato-
protetora [51; 50; 49] e capacidade de melhorar o desempenho cognitivo em casos de

deméncia [28] em varios ensaios bioldgicos.
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Figura 1.17 — Estrutura do acido asiatico.
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1.5 Obijetivos Cientificos

1.5.1 Objetivos gerais

O objetivo principal do trabalho consiste na preparacdo de novos derivados semi-
sintéticos do acido asiatico e posterior elucidacdo estrutural através da técnica de ressonancia
magnética nuclear (RMN) — protdo (*H), carbono (**C) e **DEPT — e de espetrometria de

massa (EM) com vista a obtencdo de compostos com atividade anti-tumoral.

1.5.2 Objetivos especificos

O objetivo inicial consiste na modificacdo estrutural do anel A do acido asiatico
através da formacdo de uma estrutural lactol (composto (1)) e subsequente formacdo de um
aldeido a;B-insaturado (composto (2)). De seguida objetiva-se a formacao de ligacfes amina a
partir do grupo carboxilo presente na estrutura do composto e para tal procede-se a reacdo do
substrato com duas aminas primarias, dando origem aos compostos finais (6) e (7), e com dois
ésteres metilicos de aminoacidos, dando origem aos compostos finais (8) e (9). Para tal foi
necessario a formacgdo dos compostos intermediarios (3), (4) e (5).

Alguns derivados semi-sintéticos foram preparados de acordo com procedimentos
encontrados na literatura, outros foram preparados de acordo com procedimentos encontrados
na literatura para compostos analogos. A sua elucidacdo estrutural foi obtida através de
técnicas de *H, *C e **DEPT- RMN, sendo que 0s novos derivados foram ainda analisados
através da técnica de EM. Estes ultimos serdo posteriormente avaliados para a sua atividade

anti-tumoral em diversas linhas celulares.
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2
RESULTADOS e
DISCUSSAO
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2.1 Derivados do Acido Asiatico: Semi-sintese e Elucidagio Estrutural

2.1.1 Preparacdo de Intermediarios Semi-sintéticos

(3) @

Figura 2.1 — Sintese dos compostos intermediarios (1), (2), (3) e (4).
Reagentes e condigdes: i) NalO4, MeOH/H,0, r.t.; ii) a. acido acético, piperidina,C¢Hs seco, refluxo 60°, atm Ny; b. MgSO,
anidro, refluxo 60°C, atm Ny; iii) NaBH,, MeOH seco, r.t.; iv) Ac,0, DMAP, THF seco, r.t

De acordo com a literatura, a formacdo do composto (1) ocorre da reagdo com
periodato de sddio (NalO,) [46; 52] (Figura 2.1). Este reagente leva a quebra de uma ligacéo
C-C e da origem a duas ligacbes C=0, ou seja, € responsavel pela clivagem do diol vicinal no
anel A e pela origem de um dialdeido. Posteriormente da-se o fecho do anel e formacéo de um
anel lactol de sete membros com uma funcéo acetal [52].

Do tratamento do composto anterior com uma quantidade catalitica de acido acético e
piperidina, ocorre a modificacdo do anel A através da abertura do anel lactol e posterior
reciclizacdo, dando origem a um composto aldeido a;B-insaturado (composto (2)) [46]
(Figura 2.1). A utilizacdo de sulfato de magnésio (MgSQO,) anidro é indispensavel para a
criacdo de condicBes anidras uma vez que este composto € muito higroscopico.

A funcdo aldeido pode ser facilmente reduzida a grupo hidroxilo através da reacao
com borohidreto de sodio (NaBH,) [46], dando origem ao composto (3) (Figura 2.1).
Geralmente este reagente é adicionado em excesso de modo a garantir que existe em
quantidade suficiente para a reacdo ser completa e uma vez que este agente redutor é seletivo
para aldeidos e cetonas, 0s restantes grupos funcionais ndo sofrem transformacao [53].
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De modo a obter-se a formagdo seletiva de ligagdes amina no grupo carboxilo,
procedeu-se a protecdo dos grupos hidroxilo na forma de acetato. Esta € uma reacdo classica
de protecéo de grupos hidroxilo, tendo sido inclusive utilizada na protecdo destes grupos no
acido asidtico, e tem origem na utilizacdo de anidrido acético (Ac,0) na presenca de uma
quantidade catalitica de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) [51; 45; 39; 54; 48; 49]. De igual
modo, tendo como substrato o composto (3), obteve-se 0 composto (4) (Figura 2.1).

A estrutura dos compostos (1), (2) e (3) foi verificada de acordo com os valores
descritos na literatura de *H-RMN. A estrutura do composto (4), uma vez que ndo se encontra

reportada na literatura, foi elucidada através da técnica de *H, *C e “**DEPT-RMN.

2.1.1.1 Composto (1)

Assim, no espetro de *H-RMN do composto (1) (Figura 2.2) verifica-se a existéncia
de um pico singleto a 9.94 ppm referente ao protdo do grupo aldeido a C3, de uma estrutura
multipleto de 5.14 a 5.11 ppm referente ao protdo olefinico a C2 e de uma estrutura AB
quarteto a 3.93 e 3.74 ppm (com J = 13.3 Hz) referente aos protdes do grupo metileno ligado
ao oxigenio a C23. O pico singleto alargado a 5.29 ppm diz respeito ao protdo da insaturagdo
a C12 e a presenca dos seis grupos metilo é confirmada pelos picos singleto a 1.08, 1.06, 0.99
e 0.86 ppm e pelos picos dubleto a 0.94 ppm (com J =5.7 Hz) e a 0.84 ppm (com J = 4.68 Hz)

— valores de acordo com a literatura [46].
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Figura 2.2 — Espetro de *H-RMN do composto (1).
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2.1.1.2 Composto (2)

No espetro de *H-RMN do composto (2) (Figura 2.3), comparativamente com 0
espetro do composto (1) (Figura 2.2) e de acordo com a literatura [46], verifica-se 0
aparecimento de um pico singleto a 6.67 ppm, relativo ao protéo vinilico a C2, e a alteracéo
do desvio quimico do pico singleto relativo ao grupo aldeido para 9.71 ppm, comprovando-se,

assim, a formagdo de um anel de cinco membros com um aldeido a;B-insaturado.
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Figura 2.3 — Espetro de *H-RMN do composto (2).

2.1.1.3 Composto (3)

No espetro de *H-RMN do composto (3) (Figura 2.4) observa-se o aparecimento dos
picos tripleto a 4.58 ppm (com J = 4.8 Hz) e a 4.46 ppm (com J = 5.26 Hz) referentes aos
protbes dos grupos hidroxilo ligados aos grupos metileno — C3 e C23 respetivamente —
verificando-se desde logo a reducdo do grupo aldeido a C3. As estruturas duplo dubleto de
dubleto (ddd) a 3.97 ppm (com J = 3.74, 4.77 e 15 Hz) e a 3.17 ppm (com J = 5.28, 5.5, 10.6
Hz) sdo relativas aos protdes dos grupos metileno ligados aos grupos hidroxilo — C3 e C23
respetivamente. Esta estrutura é devida ao acoplamento vicinal entre os protes do mesmo
carbono e posterior acoplamento com o protdo do hidroxilo [55].

Uma vez que os dados encontrados na literatura relativos ao composto (3) [46] nédo
eram muito esclarecedores, recorreu-se a técnica de *C e **DEPT-RMN de forma a validar

de forma correta a estrutura do composto.
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Figura 2.4 — Espetro de *H-RMN do composto (3) (em DMSO-dg).

Assim, do espetro de *C-RMN (Figura 2.5) verifica-se a existéncia de trinta carbonos

e do espetro de **DEPT-RMN (Figura 2.6) observa-se que treze sio carbonos priméarios e

terciarios e que nove séo carbonos secundarios. Através do cruzamento desta informagéo

conclui-se que oito carbonos sdo quaternarios (aparecem no espetro de **C mas ndo no espetro

de135DEPI)
o < o~ ool
(&) (o] wvy ~ o o tToo VN~ OowWVMt—~ <> —Wwn—~ < Nt — o
0 -3 o0 N - M ARLRAL T N =N Oown oY
o~ wy [3e] (S EES] (=) QAN VA —OWWOO NN — Qoo >\
— hat - - = B nnn T F T Feaanaana— = =g
Lol | SN e

i N
WL Ll

r 5SE+08

F4E+08

- 3E+08

r2E+08

r 1E+08

T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Figura 2.5 — Espetro de **C-RMN do composto (3) (em DMSO-dg).
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Figura 2.6 — Espetro de **DEPT-RMN do composto (3) (em DMSO-dg).

Na zona downfield (lado esquerdo) do espetro de *3C verifica-se a existéncia de um
pico a 178.26 ppm (ndo visivel no espetro de ***DEPT) referente ao carbono carbonilico C28
— de acordo com a literatura [55] estes carbonos aparecem entre valores de 155 e 200 ppm. Os
restantes picos nesta zona (156.24, 138.37, 129.75 e 124.62 ppm) séo referentes aos carbonos
insaturados — de acordo com a literatura [55] estes aparecem entre valores de 100 e 175 ppm.
Uma vez que os dois primeiros picos ndo sdo visiveis no espetro de **DEPT conclui-se que

séo carbonos quaternarios — C1 e C13 — sendo 0s outros dois carbonos terciarios — C2 e C12.

2.1.1.4 Composto (4)

No espetro de *H-RMN do composto (4) (Figura 2.7) verifica-se que os protdes dos
grupos metileno a C3 e C23 adquirem estruturas AB quarteto, evidenciando a protecdo dos
grupos hidroxilo. Estas sdo visiveis a 4.70 e 4.57 ppm (com J = 14.3 Hz) e a 3.93 e 3.84 ppm
(com J = 10.6 Hz), respetivamente. Os picos singleto a 2.08 e a 2.06 ppm sdo referentes aos

protbes dos grupos metilo adjacentes ao grupo C=0 a C31 e C32, respetivamente.
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Figura 2.7 — Espetro de *H -RMN do composto (4).

Através da técnica de °C e **DEPT-RMN foi possivel validar a estrutura deste
composto. Do espetro de *C-RMN (Figura 2.8) verifica-se a existéncia de trinta e quatro
carbonos e do espetro de **DEPT-RMN (Figura 2.9) observa-se que quinze s&o carbonos
primarios e terciarios e nove sdo carbonos secundarios. Através do cruzamento desta

informacao conclui-se que dez carbonos sdo quaternarios.
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Figura 2.8 — Espetro de **C -RMN do composto (4).
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Figura 2.9 — Espetro de **DEPT-RMN do composto (4).

Na zona downfield do espetro de *3C observa-se um pico a 183.56 ppm relativo ao
carbono carbonilico C28, além dos picos relativos aos carbonos insaturados C1, C2, C12 e
C13 a 151.26, 138.68, 131.81 e 125.30 ppm. Verifica-se ainda o aparecimento de dois picos a
171.31 e 170.80 ppm. Uma vez que nio sdo visiveis no espetro de “*°DEPT, conclui-se que
sdo carbonos quaternarios e visto que apresentam desvio quimico na zona dos carbonos

carbonilicos, conclui-se que sdo relativos ao C31 e C32.

2.1.2 Preparacao de Novos Derivados Semi-sintéticos

Uma vez que um dos objetivos especificos consistia na formacao de ligacGes amina, e
visto que estas ndo se formam facilmente pela reacdo direta de acidos carboxilicos com
aminas e aminoacidos, recorreu-se a ativacdo do acido através da conversdo do grupo —OH
num leaving group [56] como por exemplo os haletos de acido. Uma vez que séo
considerados bons leaving groups, estes sdo facilmente substituidos por outros grupos

funcionais [57].

2.1.2.1 Haletos de acido

Os haletos de acido, ou haletos de acilo, sdo compostos organicos que se caracterizam

pela substituicdo do grupo hidroxilo dos acidos carboxilicos por um haleto.
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2.1.2.1.1 Haletos de Flior

2.1.2.1.1.1 Introducéo

Os haletos de fltor s&o constituidos por um grupo acilo diretamente ligado a um atomo
de flior. A introducdo destes a&tomos e de grupos fluorados na estrutura dos compostos
apresenta vantagens ao nivel das suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas. Por exemplo,
0 corticosterdide descoberto por Fried em 1954 apresentava um substituinte fltor que revelou
ser responsavel pelo aumento da atividade biolégica do composto (Figura 2.10) [58].

Assim, devido a natureza da ligacdo C-F, os haletos de fltor sdo considerados grupos
funcionais de elevada importancia e visto que sdo mais estaveis que outros haletos de &cido,

torna-se possivel o seu isolamento por extracdo organica [59; 60].

=0

Figura 2.10 — Composto corticosteréide bioativo com um substituinte flGor.

Os reagentes mais utilizados na formacéo de cadeias fluoradas a partir de grupos
hidroxilo, carbonilo e carboxilo sdo o tetrafluoreto de enxofre (SF,) e o dietilamino trifluoreto
de enxofre (DAST) mas devido a sua instabilidade térmica e toxicidades tem-se vindo a
apostar na utilizacdo de reagentes analogos tal como o bis (2-metoxietilo) aminosulfur
trifluoreto (Deoxo-fluor) (Figura 2.11) [61; 62].
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Figura 2.11 — Regente Deoxo-fluor.
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2.1.2.1.1.2 Preparagéo de um Haleto de Fluor

2.1.2.1.1.2.1 Composto (5)

A modificacdo estrutural do grupo carboxilo do composto (4) foi efetuada através da
utilizagdo do reagente Deoxo-fluor, em diclorometano seco, a 0°C, obtendo-se assim o
composto (5) (Figura 2.12).

AcO—

Figura 2.12 — Sintese do composto (5).
Reagentes e condi¢Bes: (CH;OCH,CH,),NSF;, CH,ClI, seco, 0°C, 3h.

A estrutura deste composto foi elucidada pela técnica de *H, **C e **DEPT-RMN. O
espetro de "H-RMN (Figura 2.13) é muito idéntico ao espetro do intermediario (4) (Figura

2.7), pelo que a formacéo do haleto apenas foi percetivel no espetro de *C-RMN.
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Figura 2.13 — Espetro de *H -RMN do composto (5).

Entdo, através do espetro de **C-RMN (Figura 2.14), comparativamente com o espetro

de *C-RMN do intermediario (4) (Figura 2.8), observa-se que na zona downfield ndo existe
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nenhum pico referente ao carbono do &cido carboxilico. Nessa zona apenas se verifica dois
picos relativos aos carbonos C31 e C32 a 171.27 e 170.76 ppm. A 144.64 ppm é entdo visivel
0 aparecimento de um pico dubleto com baixa intensidade relativo ao carbono acoplado ao
fluor (C28). O abaixamento de intensidade destes picos é normal e o desdobramento é devido
ao efeito indutivo provocado pelo atomo de flGor [58]. Apesar deste efeito ir diminuindo ao
longo da cadeia molecular [55], ainda se verifica a sua influéncia no carbono adjacente C17

visivel através do pico dubleto a 48.82 ppm.
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Figura 2.14 — Espetro de **C -RMN do composto (5).
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Figura 2.15 — Espetro de **DEPT-RMN do composto (5).

28



Assim, do espetro de **C verifica-se a existéncia de trinta e quatro carbonos e do
espetro de **DEPT-RMN (Figura 2.15) observa-se que quinze sdo carbonos primérios e
terciarios e que nove sdo carbonos secundarios. Atraves do cruzamento desta informagéo
conclui-se que dez carbonos sdo quaternarios. Para suportar a informacdo supracitada,
verifica-se que o pico dubleto a 144.64 ppm e a 48.82 ppm ndo sdo visiveis no espetro de
*DEPT, sendo portanto carbonos quaternarios (C28 e C17, respetivamente).

2.1.2.1.2 Cloretos de acido

2.1.2.1.2.1 Introducéo

Os cloretos de &cido, ou cloretos de acilo, sdo compostos organicos constituidos por
um grupo acilo diretamente ligado a um atomo de cloro. A sua formacdo torna-se Gtil na
preparacdo de varios compostos que ndo podiam ser facilmente formados através da
conversdo direta de grupos hidroxilo. Assim, através do tratamento de acidos carboxilicos
com cloreto de tionilo, cloreto de oxalilo, tricloreto de fosforo, oxicloreto de fésforo e
pentacloreto de fosforo (Figura 2.16), é possivel a obtencdo destes compostos [57].

Cloreto de Tionilo Cloreto de Oxalilo Tricloreto de Fosforo Oxicloreto de Foisforo Pentacloreto de Fosforo

P q}—n £ cr !

Ci—s, Cl Cl—F, UJ’P ~c P—C]
Cl l't‘} [

J} '\I
Cl Cl
Figura 2.16 — Reagentes utilizados na forn agéo de cloretos de &cido.

2.1.2.1.2.2 Preparagcéo de Cloretos de Acido

A formacdo do cloreto de &cido a partir do composto (4) foi realizada em refluxo de
benzeno seco, a 80°C, através da utilizacdo do reagente cloreto de tionilo (Figura 2.17). Este
composto, sem purificacdo prévia, foi usado na sintese dos compostos finais (6), (7), (8) e

9).
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Figura 2.17 — Sintese do intermedidrio cloreto de &cido do composto (4).
Reagentes e condi¢Bes: SOCI,, C¢Hg seco, refluxo 80°C, 3h

2.1.2.1.3 Derivados Amida a partir de Aminas Primarias

2.1.2.1.3.1 Introducéo

As ligacbes amida sdo muito importantes na arquitetura de sistemas bioldgicos
representando, por exemplo, a principal ligagdo quimica responsavel pela formacdo de
proteinas. Também estdo presentem em varias estruturas moleculares, incluindo alguns

farmacos comercializados (Figura 2.18) [56; 60].

Atorvastatina Lisinopril Valsartan Diltiazem
HOo, -~ i H;C
\I*‘ T COOH q
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Figura 2.18 — Exemplos de farmacos com liga¢es amida.

A formacdo de ligacbes amida através da reacdo de cloretos de &cido com aminas €
efetuada em solventes secos inertes na presenca de uma amina terciaria ndo-nucleofilica,
trietilamina por exemplo, podendo proceder-se a adicdo de uma quantidade catalitica de
piridina ou DMAP para acelerar a reacdo [57].

No presente trabalho procedeu-se a sintese de trés derivados amida a partir de duas
aminas primaria — etilamina e 4-metilbenzilamina (Figura 2.19) — obtendo-se como produtos
finais o composto (6) e (7).
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Figura 2.19 — Reagentes utilizados na sintese dos derivados amida.

2.1.2.1.3.2 Preparagdo de Derivados Amida a partir de Aminas Primarias

2.1.2.1.3.2.1 Composto (6)

A formacdo do composto (6) foi realizada a partir do cloreto de &cido do composto
(4) em diclorometano seco, na presenca de trietilamina, através da reacdo com a etilamina
(Figura 2.20).

NHCH,CH,

Figura 2.20 — Sintese do composto (6).
Reagentes e condic¢des: i) SOCl,, CgHg seco, refluxo (80°C), 3h; ii) CH,Cl, seco, NEt;, NH,CH,CHj, 1t, 1h.

A estrutura deste composto foi elucidada pela técnica de 'H, **C e *DEPT-RMN.
Através do espetro de *H-RMN (Figura 2.21) observa-se o aparecimento de um pico singleto
largo a 5.81 ppm relativo ao protdo ligado ao &tomo de azoto, de duas estruturas multipleto de
3.34 a 3.24 ppm e de 3.15 a 3.05 ppm relativas aos protdes do grupo metileno ligado ao grupo
amina e ao grupo metilo e a 1.08 ppm observa-se um pico tripleto (com J = 7.35 Hz) relativo

ao grupo metilo ligado ao grupo metileno.
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Figura 2.21 — Espetro de *H-RMN do composto (6).
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Através da técnica de °C e °DEPT-RMN é possivel validar a estrutura deste

composto. Do espetro de *C-RMN (Figura 2.22) verifica-se a existéncia de trinta e seis

carbonos e do espetro de **DEPT-RMN (Figura 2.23) observa-se que dezasseis s&o carbonos

primarios e terciarios e dez sdo carbonos secundarios. Através do cruzamento desta

informacao conclui-se que dez carbonos séo quaternarios.

Na zona downfield do espetro de **C- observa-se um pico a 177.84 ppm que nio é

visivel no espetro de **DEPT, concluindo-se, assim, que se trata do carbono quaternario da

funcdo amida — valor de acordo com a literatura (155-185 ppm) [55].
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Figura 2.22 — Espetro de **C-RMN do composto (6).
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Figura 2.23 — Espetro de **DEPT-RMN do composto (6).

Da anélise do espetro de massa do composto (6) obtido por ESI em modo ido positivo
(Figura 2.24) verifica-se a presenca do i50 molecular a m/z 582.5 [M + H]".
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Figura 2.24 — Espetro de massa do composto (6) obtido por ESI em modo ido positivo.

2.1.2.1.3.2.2 Composto (7)

A formacdo do composto (7) foi realizada a partir do cloreto de acido do composto
(4) em diclorometano seco, na presenca de trietilamina, através da reacdo com a 4-

metilbenzilamina (Figura 2.25).
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Figura 2.25 — Sintese do composto (7).
Reagentes e condicBes: i) SOCI,, C¢Hg seco, refluxo (80°C), 3h; ii) CH,CI, seco, NEt;, NH,CH,CsH,CHj, rt, 1h.

A estrutura deste composto foi elucidada pela técnica de *H, **C e ***DEPT-RMN.
Através do espetro de "H-RMN (Figura 2.26) observa-se um pico singleto a 7.13 ppm relativo
aos protdes do anel aromatico, um pico tripleto a 6.07 ppm (com J = 4.9 Hz) relativo ao
protdo ligado ao atomo de azoto, uma estrutura duplo duplo dubleto a 4.31 ppm (com J =
4.27,5.92 e 14.42 Hz) relativa aos protdes do grupo metileno ligado ao grupo amina e ao anel
aromatico e um pico singleto a 2.34 ppm relativo aos protdes do grupo metilo ligado ao anel

aromatico.
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Figura 2.26 — Espetro de *H-RMN do composto (7).

Através da técnica de *C e '*DEPT-RMN é possivel validar a estrutura deste
composto. Do espetro de *C-RMN (Figura 2.27) verifica-se a existéncia de quarenta e dois
carbonos e do espetro de ***DEPT-RMN (Figura 2.28) observa-se que dezanove s&o carbonos
primarios e terciarios e dez sdo carbonos secundarios. Através do cruzamento desta

informacdo é possivel concluir que treze carbonos sdo quaternérios.
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Na zona downfield do espetro de **C, comparativamente com o espetro de **C- RMN
do composto (6) (Figura 2.22), observa-se o aparecimento de quatro novos picos a 137.11,
135.29, 129.35 e 127.91 ppm. Os dois ltimos também sdo visiveis no espetro de ***DEPT,
concluindo-se que sdo carbonos terciarios, e apresentam intensidade relativa duplicada. Tal
facto observa-se normalmente em compostos aromaticos uma vez que estes apresentam um
plano de simetria que leva a que os carbonos sejam equivalentes, isto €, b =5’ e ¢ = ¢’ [55].
Conclui-se entdo que os picos com intensidade duplicada sdo relativos aos carbonos b, 5°, c e
¢’ e 0s outros relativos aos carbonos a e d, sendo possivel confirmar a configuracdo para do

anel aromatico.
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Figura 2.27 — Espetro de **C-RMN do composto (7).
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Figura 2.28 — Espetro de **DEPT-RMN do composto (7).
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Da anélise do espetro de massa do composto (7) obtido por ESI em modo i&o positivo
(Figura 2.29) verifica-se a presenca do id0 molecular a m/z 658.29 [M + H]" (mais 76 u.m.a.

em relagcdo ao composto (6)).
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Figura 2.29 — Espetro de massa do composto (7) obtido por ESI em modo ido positivo.

2.1.2.1.4 Derivados Amida a partir de Aminoéacidos

2.1.2.1.4.1 Introducéo

Os aminoé&cidos sdo compostos organicos constituidos por um grupo amina, um grupo
carboxilo e uma cadeia lateral especifica, de dimensdo e caracteristicas variaveis, ligados a
um carbono a saturado. De modo a limitar a sua reatividade, as funcGes amina e carboxilo
podem ser protegidas. Exemplo disso é a metilacdo do grupo carboxilo, dando origem a
ésteres metilicos de aminoacidos cuja reatividade se cinge a do grupo amina.

Como referido anteriormente, a formacdo de ligacdes amida através de acidos
carboxilicos exige a ativacdo do acido. Assim procedeu-se a sintese de dois derivados
aminoacidos — composto (8) e (9) — através da reacdo do cloreto de acido do composto (4)

com o cloridrato do éster metilico da glicina e da L-alanina (Figura 2.30).

Cloridrato do éster metilico da glicina Cloridrato do éster metilico da L-alanina
] O HCl
HzN/Y HCl HzNJW‘/
0] O

Figura 2.30 — Reagente utilizado na sintese do composto (8) e (9).
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2.1.2.1.4.2 Preparacéo de Derivados Amida a partir de Aminoacidos

2.1.2.1.4.2.1 Composto (8)

A formagdo do composto (8) foi realizada a partir do cloreto de &cido do composto

(4) em diclorometano seco, na presenca de trietilamina, através da reacdo com o cloridrato do

éster metilico da glicina (Figura 2.31).

i1)

- H - H
AcO— Ac—

Figura 2.31 — Sintese do composto (8). Reagentes e condigdes: i) SOCI,, C¢Hs seco, refluxo (80°C), 3h; ii) CH,CI, seco,
NEts, NH,CH,COOCHs;- HClI, rt, 1h.

A estrutura deste composto foi elucidada pela técnica de *H, **C e **DEPT-RMN.
Através do espetro de 'H-RMN (Figura 2.32) observa-se um pico tripleto a 6.50 ppm (com J =
4.27 Hz) que corresponde ao protao ligado ao azoto, duas estrutura multipleto de 4.12 a 4.06 e

de 3.86 a 3.81 ppm relativas aos protdes do grupo metileno (a) e um pico singleto a 3.75 ppm

relativo ao grupo metilo ligado ao oxigénio (c).
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Figura 2.32 — Espetro de "H-RMN do composto (8).
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Do espetro de "*C-RMN (Figura 2.33) verifica-se a existéncia de trinta e sete carbonos
e do espetro de **DEPT-RMN (Figura 2.34) observa-se que dezasseis sio carbonos primarios
e terciarios e dez s&o carbonos secundérios. Através do cruzamento desta informagao conclui-
se que onze sdo carbonos sdo quaternarios.

A downfield do espetro de 3C, além do pico a 178.1 ppm relativo ao carbono
carbonilico da funcdo amida, observa-se trés picos entre 172 e 170 ppm, sendo dois deles
referentes aos carbonos carbonilicos das fungdes acetato (C31 e C32) e o outro referente ao

carbono carbonilico do aminoacido (b). Esta informacdo é ainda sustentada pela auséncia

destes picos no espetro de **DEPT, confirmando-se que se trata de carbonos quaternarios.
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Figura 2.33 — Espetro de **C-RMN do composto (8).
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Figura 2.34 — Espetro de **DEPT-RMN do composto (8).
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Da anélise do espetro de massa do composto (8) obtido por ESI em modo i&o positivo
(Figura 2.35) verifica-se a presenca do i&0 molecular a m/z 626.27 [M + H]".
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Figura 2.35 — Espetro de massa do composto (8) obtido por ESI em modo ido positivo.

2.1.2.1.4.2.2 Composto (9)

A formacdo do composto (9) foi realizada a partir do cloreto de acido do composto
(4) em diclorometano seco, na presenca de trietilamina, atraves da reacdo com o cloridrato do

éster metilico de L-alanina (Figura 2.36).

= H = H
AcD— AeD—

Figura 2.36 — Sintese do composto (9). Reagentes e condi¢des: i) SOCI,, CgHg seco, refluxo (80°C), 3h; ii) CH,ClI, seco,
NEts, CH3CH(NH2)COOCH3 HCI, rt, 1h.

A estrutura deste composto foi elucidada pela técnica de 'H, **C e *DEPT-RMN.
Através do espetro de *H-RMN (Figura 2.37) observa-se um pico dubleto a 6.58 ppm (com J

= 5.75 Hz) que corresponde ao protdo do grupo amina, uma estrutura multipleto de 4.49 a
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4.43 ppm relativa ao protdo do grupo CH(a), um pico singleto a 3.73 ppm relativo ao grupo
metilo ligado ao oxigénio (c) e a 1.36 ppm observa-se um pico dubleto (com J = 7.04 Hz) que

corresponde aos protdes do grupo metilo (d).
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Figura 2.37 — Espetro de *H-RMN do composto (9).

Do espetro de *C-RMN (Figura 2.38) verifica-se a existéncia de trinta e oito carbonos
e do espetro de *°*DEPT-RMN (Figura 2.39) observa-se que dezoito sdo carbonos primérios e
terciarios e nove sdo carbonos secundarios. Através do cruzamento desta informacéo conclui-

se que onze sdo carbonos sdo quaternarios.
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Figura 2.38 — Espetro de **C-RMN do composto (9).
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Figura 2.39 — Espetro de **DEPT-RMN do composto (9).

A downfield do espetro de *C observa-se um pico a 177.3 ppm relativo ao carbono
carbonilico da fungdo amida, e tal como no espetro de *C-RMN do composto (8) (Figura
2.33) observa-se trés picos entre 174 e 170 ppm, sendo dois deles referentes aos carbonos
carbonilicos das funcGes acetato (C31 e C32) e o outro referente ao carbono carbonilico do
aminoécido (b) — informacao suportada pelo espetro de **DEPT.

Da anélise do espetro de massa do composto (9) obtido por ESI em modo ido positivo
(Figura 2.40) verifica-se a presenca do i&0 molecular a m/z 640.2 [M + H]* (mais 14 u.m.a.

em relacdo ao composto (8))
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Figura 2.40 — Espetro de massa do composto (9) obtido por ESI em modo ido positivo
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3.1 Conclusao

Neste trabalho tinha-se como principal objetivo a preparagéo de novos derivados semi-
sintéticos a partir da molécula lead do &cido asiatico e posterior elucidacdo estrutural através
de técnicas de RMN e EM.

A estratégia definida inicialmente passava pela modificacdo estrutural do anel A e
posterior formacgdo de ligacbes amina a partir do grupo carboxilo. Apds analise do trabalho é
possivel concluir que a estratégia adotada foi bem sucedida.

Ao longo do trabalho experimental optou-se por metodologias rapidas e eficazes, ou
seja, foi possivel obter bons rendimentos a partir de procedimentos simples e rapidos. A
facilidade de recuperacdo dos produtos finais também foi uma mais valia, permitindo o seu
rapido isolamento.

A importancia da RMN e da EM na analise de compostos foi uma vez mais evidente,
permitindo a elucidacdo estrutural dos compostos sintetizados.

Os novos derivados semi-sintéticos estdo a ser avaliados quanto ao seu perfil de
citotoxicidade para células de tumores malignos com o objetivo de compreender a sua

importancia no tratamento desta patologia.
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4.1 Quimica

Os solventes utilizados nas reagdes foram previamente purificados e secos de acordo
com procedimentos encontrados na literatura. Os solventes utilizados nos workups foram de
grau analitico e foram comprados a VWR Portugal; os reagentes foram comprados a Sigma
Aldrich e a Merck. Utilizou-se placas comerciais Kieselgel 60 Fs, da Merck na analise
cromatogréafica de camada fina (TLC), sendo estas observadas a luz ultravioleta (UV) a 254
nm e reveladas numa mistura etanol-acido sulfurico (95:5) com posterior aquecimento a cerca
de 120 °C. Na cromatografia de coluna utilizou-se silica gel 60 (230 — 400 mesh) da Merck.

Os espetros de 'H, **C e ***DEPT-RMN foram registados num espetrémetro Bruker
Avance Il de 400 MHz. Na preparacdo das amostras utilizou-se cloroférmio deuterado
(CDCl3) e dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). Os desvios quimicos foram apresentados
em & (ppm) e utilizou-se como padrdes internos 0 & 7.26 do CHClz e 0 8 2.50 do DMSO nos
espetros de 'H-RMN. As unidades dos desvios quimicos (8) e das constantes de acoplamento
(J) foram apresentadas em partes por milhdo (ppm) e hertz (Hz), respetivamente.

Os espetros de massa foram obtidos através do equipamento Thermo Finnigan, LCQ
Advantage MAX, com ionizacdo por electrospray (ESI), introducdo da amostra por infusdo

direta (DI) e analisador de massas hibrido, o quadrupolo-ion trap (Q-IT).

4.1.1 Composto (1)

De acordo com a literatura [46], ao &cido asiatico (1000 mg, 2,05 mmol) dissolvido
em metanol:agua (20:1) adicionou-se periodato de sédio (645,6 mg) e a mistura reacional foi
agitada a temperatura ambiente durante 3h. O solvente foi evaporado a presséo reduzida e a
fase organica foi extraida com acetato de etilo, lavada com agua, seca com Na,SO, anidro e
filtrada. O solvente foi evaporado a pressdo reduzida e deu origem ao produto final (1,060).
'H-RMN (400 MHz, CDCls): & 9.94 (s, 1H), 5.29 (s, 1H), 5.14 — 5.11 (m, 1H), 3.93, 3.74 (AB
quarteto, J = 13.3 Hz, 2H), 2.21 — 2.16 (m, 2H), 1.08 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.94
(d, J=5.7 Hz, 3H), 0.86 (s, 3H), 0.84 (d, J = 4.68 Hz, 3H).

4.1.2 Composto (2)

De acordo com a literatura [46], o composto (1) (500 mg, 1,03 mmol) foi dissolvido
em benzeno seco e colocado em atmosfera de azoto. Apo6s adicdo de acido acético e

piperidina, a solu¢do foi mantida em refluxo de 60°C durante 1h. De seguida adicionou-se
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sulfato de magnésio anidro (500 mg) e a reacdo permaneceu em refluxo por mais 5h. Apés a
reacdo terminar, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida e a fase orgénica foi extraida
com acetato de etilo, lavada com &gua, seca com Na,SO, anidro e filtrada. O solvente foi
evaporado a pressdo reduzida e deu origem ao produto final (502,2 mg). *H-RMN (400 MHz,
CDCls): 6 9.71 (s, 1H), 6.67 (s, 1H), 5.27 (s largo, 1H), 3.61, 3.45 (AB quarteto, J = 10.6 Hz,
2H), 1.24 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.93 (d, J = 6.04 Hz, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.83 (d, J
= 6.38 Hz, 3H).

4.1.3 Composto (3)

De acordo com a literatura [46], apds dissolugdo do composto (2) (500 mg, 1,07
mmol) em metanol seco, adicionou-se borohidreto de sddio (101,2 mg, 2,68 mmol). A reacdo
foi mantida a temperatura ambiente e ficou concluida em 2h. De seguida adicionou-se uma
pequena quantidade de acetona de forma a eliminar o excesso de reagente e por fim procedeu-
se a evaporacao dos solventes a presséo reduzida. A fase orgéanica foi extraida com acetato de
etilo, lavada com agua, seca com Na,SO, anidro, filtrada e o solvente foi evaporado a pressao
reduzida dando origem ao produto final (465 mg, 92,4%). RMN: *H (400 MHz, DMSO-dg): &
5.34 (s, 1H), 5.12 (s, 1H), 4.58 (t, J = 4.8 Hz, OH), 4.46 (t, J = 5.26 Hz, OH), 3,97 (ddd, J =
3.74, 4.77 e 15 Hz 2H), 3.32 (s, 2H, efeito overlapped com H,0), 3.17 (ddd, J = 5.28, 5.5 ¢
10.6 Hz 2H), 1.09 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.82 (d, J = 6.33 Hz, 3H),
0.80 (s, 3H); *C (101 MHz, DMSO-dg) & 178.26, 156.24, 138.57, 129.75, 124.62, 70.12,
59.34, 57.00, 52.50, 49.76, 47.23, 46.77, 42.68, 41.96, 40.65, 38.47, 38.11, 36.24, 33.37,
30.11, 27.75, 25.76, 23.72, 23.51, 21.04, 19.09, 18.54, 17.59, 17.01, 16.68.

4.1.4 Composto (4)

O composto (3) (500 mg, 1,06 mmol) foi dissolvido em THF seco e apos adicdo de
anidrido acético (0,25 ml, 2,65 mmol) e de uma quantidade catalitica de DMAP, a reacdo foi
mantida a temperatura ambiente durante 2h. Apés a reacdo terminar, o solvente foi evaporado
a pressdo reduzida e a fase organica foi extraida com acetato de etilo, lavada com solugédo
concentrada de HCI, solucdo aquosa de NaHCO3; 10%, agua e solucdo de NaCl 10%, seca
com Na,SO, anidro e filtrada. O solvente foi evaporado a pressdo reduzida e deu origem ao
produto final (574 mg, 97,6%). RMN: 'H (400 MHz, CDCls) & 5.44 (s, 1H), 5.22 (s, 1H),
4.70, 4.57 (AB quarteto, J = 14.3 Hz, 2H), 3.93, 3.84 (AB quarteto, J = 10.6 Hz, 2H), 2.08 (s,

46



3H), 2.06 (s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.94 (d, J = 5.6 Hz, 3H), 0.85 (d, J =
6.33 Hz, 3H), 0.83 (s, 3H); **C (101 MHz, CDCls) & 183.56, 171.31, 170.80, 151.26, 138.68,
131.81, 125.30, 72.31, 62.58, 58.04, 52.64, 50.59, 47.92, 46.28, 43.11, 42.28, 41.11, 38.77,
38.76, 36.59, 33.67, 30.53, 28.16, 26.16, 23.99, 23.78, 21.15, 20.98 (2C), 19.13, 18.56, 17.81,
17.03, 16.58.

4.1.5 Composto (5)

O composto (4) (50 mg, 0,09 mmol) foi dissolvido em diclorometano seco e de
seguida procedeu-se a adi¢do de Deoxo-fluor (68,1 pl, 0,32 mmol) a 0°C. De seguida retirou-
se 0 banho de gelo, a reacdo foi mantida a temperatura ambiente durante 3h e por fim
procedeu-se a extracdo da fase organica com diclorometano. De seguida esta foi lavada com
agua e solucdo aquosa de NaCl 10%, seca com Na,SO, anidro e filtrada. O solvente foi por
fim evaporado a pressdo reduzida e obteve-se o produto final (47,3 mg, 94,4%). RMN: 'H
(400 MHz, CDCls) 5 5.45 (s, 1H), 5.30 (s, 1H), 4.69, 4.56 (AB quarteto, J = 14 Hz, 2H), 3.93,
3.84 (AB quarteto, J = 10.24 Hz, 2H), 2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.19 (s, 3H), 1.12 (s, 3H),
1.00 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.86 (d, J = 4.8 Hz, 3H); *C (101 MHz, CDCls) §
171.27, 170.76, 151.17, 146.96 e 142.33 (1C), 137.73, 132.02, 126.30, 72.31, 62.55, 58.09,
52.90, 50.53, 49.01 e 48.63 (1C), 46.30, 43.12, 42.49, 41.14, 38.66 (2C), 35.19, 33.81, 30.15,
28.28, 26.19, 24.03, 23.57, 20.98 (3C), 19.17, 18.61, 17.82, 16.91, 16.58.

4.1.6 Composto (6)

Apos dissolucdo do composto (4) (150 mg, 0,27 mmol) em benzeno seco, a solugéo
foi colocada em refluxo a 80°C. De seguida adicionou-se SOCI, (41,1pl, 0,567 mmol) e ao
fim de 3h procedeu-se a evaporacdo do solvente e do excesso de SOCI,. De seguida
dissolveu-se o residuo em diclorometano seco e procedeu-se a adi¢do de etilamina (70,7 pl,
1.08 mmol). Apds basificacdo da solucdo com trietilamina (pH 8-9), esta foi mantida a
temperatura ambiente durante 1h. De seguida procedeu-se a evaporacdo do solvente e a
extracdo da fase organica com acetato de etilo. A lavagem foi efetuado com uma pequena
quantidade de solucdo concentrada de HCI (pH 3-4), seguida de solu¢do aquosa de NaHCO;
10%, agua e solucdo de NaCl 10%. Por fim foi seca com Na,SQO, anidro, filtrada e o solvente
foi evaporado a pressao reduzida, obtendo-se o composto final na forma de 6leo (153,8 mg,

97,9 %). Este foi posteriormente purificado por coluna cromatogréafica (éter de petréleo -
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acetato de etilo) e obtido na forma de espuma branca (112,9 mg, 73,4%). RMN: 'H (400
MHz, CDCls) & 5.81 (sl, 1H), 5.45 (s, 1H), 5.27 (s, 1H), 4.68, 4.56 (AB quarteto, J = 14.3 Hz,
2H), 3.92, 3.83 (AB quarteto, J = 10.6 Hz, 2H), 3.34 — 3.24 (m, 1H), 3.15 — 3.05 (m, 1H),
2.08 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.17 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.08 (t, J = 7.35 Hz, 3H), 0.99 (s, 3H),
0.94 (s, 3H), 0.86 — 0.65 (m, 6H); *C (101 MHz, CDCls) & 177.84, 171.25, 170.78, 150.92,
140.91, 132.14, 124.92, 72.30, 62.51, 58.02, 53.99, 50.55, 47.47, 46.31, 43.15, 42.82, 41.16,
39.48, 39.07, 37.05, 34.32, 33.53, 30.82, 28.03, 26.26, 24.77, 23.47, 21.22, 20.99, 20.96,
19.07, 18.49, 17.80, 17.33, 16.61, 14.53; ESI-MS: 582.5 ([M + H]").

4.1.7 Composto (7)

O procedimento utilizado na obtencdo do composto (7) foi idéntico ao do composto
(6). O reagente utilizado foi 4-metilbenzilamina (137,5 ul, 1,08 mmol) e obteve-se o produto
final em forma de dleo (181 mg). Apds coluna cromatografica (éter de petréleo — acetato de
etilo) foi obtido na forma de espuma branca (140,3 mg, 77,5%). RMN: *H (400 MHz, CDCl5)
§ 7.13 (s, 4H), 6,07 (t, = 4.9 Hz, 1H), 5.45 (s, 1H), 5.18 (s, 1H), 4.67, 4.56 (AB quarteto, J =
14.2 Hz, 2H), 4.31 (ddd, J = 4.27, 5.9 e 14.42 Hz, 2H), 3.93, 3.84 (AB quarteto, J = 10.6 Hz,
2H), 2.34 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.94 (s,
3H), 0.84 (d, J = 6.6 Hz, 3H) 0.75 (s, 3H); *C (101 MHz, CDCI3) § 177.66, 171.25, 170.79,
150.94, 140.71, 137.11, 135.29, 132.01, 129.35 (2C), 127.91 (2C), 125.10, 72.31, 62.53,
58.04, 54.08, 50.53, 47.68, 46.32, 43.47, 43.14, 42.78, 41.15, 39.44, 39.04, 37.15, 33.55,
30.81, 28.06, 26.17, 24.76, 23.50, 21.19, 21.10, 20.97 (2C), 19.01, 18.58, 17.81, 17.26, 16.62;
ESI-MS: 658.29 ([M + H]).

4.1.8 Composto (8)

O procedimento utilizado na obtencdo do composto (8) foi idéntico ao do composto
(6). O reagente utilizado foi o cloridrato do éster metilico da glicina (54,2 mg, 0,432 mmol) e
obteve-se o produto final na forma de déleo (156,1 mg, 94,8%). Apoés purificacdo por coluna
cromatografica (éter de petréleo - acetato de etilo) o produto foi obtido na forma de espuma
branca (107,4 mg, 68,8%). RMN: *H (400 MHz, CDCI3) § 6.5 (t, J = 4,27 Hz, 1H), 5.44 (s,
1H), 5.38 (s, 1H), 4.69, 4.56 (AB quarteto, J = 14.33 Hz, 2H), 4.12 — 4.06 (m, 1H), 3.93, 3.83
(AB quarteto, J = 10.7 Hz, 2H), 3.86 — 3.81 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.06 (s, 3H),
1.15 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.88 (d, J = 6.35 Hz, 3H), 0.77 (s, 3H);
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13C (101 MHz, CDCI3) § 178.10, 171.25, 170.74, 170.60, 151.03, 139.99, 131.95, 125.71,
72.30, 62.49, 58.00, 53.77, 52.32, 50.55, 47.70, 46.31, 43.18, 42.64, 41.57, 41.16, 39.41,
38.98, 36.89, 33.49, 30.77, 28.00, 26.30, 24.82, 23.57, 21.20, 20.99, 20.97, 19.07, 18.07,
17.81, 17.26, 16.61; ESI-MS: 626.27 ([M + H]").

4.1.9 Composto (9)

O procedimento utilizado na obtengdo do composto (9) foi idéntico ao do composto
(6). O reagente utilizado foi o cloridrato do éster metilico de L-alanina (60,3 mg, 0,432 mmol)
e obteve-se o produto final na forma de 6leo (144 mg, 85,5%) Apds purificacdo por coluna
cromatografica (éter de petréleo - acetato de etilo) o produto foi obtido na forma de espuma
branca (100,8 mg, 70%). RMN: *H (400 MHz, CDCl3) & 6.58 (d, J = 5.75 Hz, 1H), 5.43 (s,
1H), 5.36 (s, 1H), 4.69, 4.57 (AB quarteto, J = 14.25 Hz, 2H), 4.50 — 4.42 (m, 1H), 3.92, 3.83
(AB quarteto, J = 10.58 Hz, 2H), 3.73 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.36 (d, J = 7.04 Hz,
3H), 1.15 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.88 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.75 (s,
3H); B¢ (101 MHz, CDCI3) 6 177.30, 173.73, 171.25, 170.74, 151.15, 139.30, 131.75,
125.86, 72.31, 62.50, 57.99, 53.66, 52.38, 50.58, 48.18, 47.61, 46.29, 43.18, 42.62, 41.23,
39.37, 38.99, 37.25, 33.64, 30.80, 28.04, 26.28, 24.63, 23.56, 21.19, 20.98 (2C), 19.03, 18.73,
18.14, 17.81, 17.24, 16.60; ESI-MS: 640.2 ([M + H]").
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