UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Andreia Filipa de Oliveira Gongalves

PREPARACAO DE DERIVADOS SEMISSINTETICOS DO
TIPO DITERPENO

Dissertacao no ambito do Mestrado de Quimica Farmacéutica Industrial
orientada pelo Professor Doutor Jorge Antonio Ribeiro Salvador e
co-orientada pela Doutora Vanessa Isabel da Silva Mendes e
apresentada a Faculdade de Farmaicia.

Fevereiro de 2019



UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Andreia Filipa de Oliveira Gongalves

PREPARACAO DE DERIVADOS SEMISSINTETICOS DO
TIPO DITERPENO

Dissertacdo no ambito do Mestrado de Quimica Farmacéutica Industrial orientada pelo
Professor Doutor Jorge Antdnio Ribeiro Salvador e co-orientada pela Doutora Vanessa
Isabel da Silva Mendes e apresentada a Faculdade de Farmacia.

Fevereiro de 2019






Agradecimentos

A realizacdo do presente trabalho ndo teria sido possivel sem a orientagdo, o apoio e
incentivo de diversas pessoas, a quem quero deixar expresso 0 meu sincero agradecimento.

Primeiramente, agradeco ao Professor Doutor Jorge Antonio Ribeiro Salvador,
orientador deste trabalho, por me ter acolhido no Laboratério de Quimica Farmacéutica e ter
proporcionando as condigcBes necessarias a realizacdo deste trabalho, pelos ensinamentos,
preciosos conselhos e pela revisdo desta dissertagéo.

A minha coorientadora, a Doutora Vanessa Mendes, pelos ensinamentos e preciosos
conselhos, por toda a ajuda dada ao longo desta etapa e pela correcéo desta dissertacao.

A todos os docentes e funcionarios do Laboratério de Quimica Farmacéutica e da
Faculdade de Farméacia da Universidade de Coimbra, agradeco todo o apoio prestado e por toda
a convivéncia. A Dona Gragca pela boa disposicio e por toda a ajuda disponibilizada.

Aos meus colegas de laboratorio, obrigado pela amizade e apoio demonstrado durante
a realizagéo deste trabalho. Ao Bruno, agradeco pelos conhecimentos e conselhos transmitidos
e por me ter recebido td0 bem no laboratério. A Salete, por toda a preocupagdo e carinho
demonstrado e pela ajuda dada ao longo deste processo.

Por fim, agradeco em especial aqueles que sempre me apoiaram incondicionalmente. A
todos 0s meus amigos, 0 meu sincero obrigado por todos os momentos de apoio e incentivo.
Ao Telmo, por todo carinho dado, por estar sempre aqui para me apoiar e fazer sorrir. A0S meus
pais e irmaos, as pessoas que mais admiro neste mundo, pelo amor dado, por serem o meu porto
de abrigo, por acreditarem em mim e me terem proporcionado esta oportunidade.

O meu obrigado a todas as outras pessoas que diretamente ou indiretamente

participaram nesta fase da minha vida.



Indice

FNo | (o [oTol 0 1=] | 0L O PR O TP PP PPPT PP I
RESUIMO ...ttt e ettt e e e sttt e e e ettt e e e e e m b b et e e e sttt e e e s enbbe e e e s nnees WY
N 0] 1 - [o! S RSP RRPTPR v
INAICE B FIGUIAS.......cececeeieieieeeeeeeceee ettt vi
INAICE 0 BSQUEIMAS ..ottt n s ae s viii
INAICE 8 TADRIAS ...ttt ettt en et iX
LiSta de @DreVIATUIAS ........ooeiiiee ettt e e e e e anee e e nneeeanes X
O | 011 o To (U= o B PP P PP PPPTOURTPPRPPPOTS 2
1.1 CAINCIO..c..cueiiieeieei ettt sttt bbbttt sttt aeeae 3
1.2 PrOQUEOS NALUFAIS ......vocveeeieieeieeieeiseieeieteeiesetsess s sssa st sse st ssssss st sssessssassssssssesassnsens 5
1.2.1 Historia dos Produtos NATUFAIS ...........eeieeiireiiiesiieesiee ettt 5
1.2.2 Descoberta e desenvolvimento de farmacos..........cocovviieiiiiiie i 6

1.3 TErpenos € tEIPENOIURS ........ccovrveirveieieecieee ettt a s ae s neenas 8
1.3.1 Bi0SSINtESE 0OS tEIPENOS. .. .ccuiieeiiiiieiiiie et e st e st e s e et e e s e e e e e e a e e snreeesnneaeas 9

1.4 DILEIPENOIUES ...ttt bbb bbb bbb s s naes 13
1.4.1 ClasSifiCaCa0 € DIOSSINTESE. ......ueeivireiiiee et e e 15

1.5 ADIBLANOS ..ottt st s st s st nne 17
1.5, 1 BIOSSINEESE ...vveeiiieiie ettt ettt ettt ettt ettt et e et et earb e e nree s 17
1.5.2 ADIEtan0Ss @rOMALICOS ... .eeivvieiieiiiesiie ettt ettt anbeenbeeanes 18

1.6 ACIAO CAIMOSICO......vooooeveeeeeeeeveeeeeeeeeeeseesssssssssssesssssessssssssssssssssssessssssssssssssssssssesssssssssssssones 19
1.6.1 BIOALIVIAAAR .....coveeeiie ettt 20
1.6.2 Derivados semissintéticos do ACid0 CarnOSICO.........cuveivierieiriieiiee e 22

A © o] =1 €LY/ o L ST SPRRSPPR 26
3. Sintese quimica e elucidagdo estrutural .............cccoiiiiiiiiiiiie e 29
3.1 CONCEILOS GEIAIS ...vvvereeeereiareeiseeriseeisssessesssssesssssssssessssssssessssesssss s ssessssssssssssnssssssesssssssssnssssssnssesns 29


file:///C:/Users/Andreia/Desktop/Preparação%20de%20derivados%20semissintéticos%20do%20tipo%20diterpeno-%20tese%204-02-2019.docx%23_Toc335871

3.2 Elucidacdo estrutural do 4CIdO CArNOSICO............cvuveeverrririereeisieieseeseess s ses s 31

3.3 Preparacéo e elucidacdo estrutural de derivados do acido carndsico..........cccceeeverernnnes 34
3.3.1 Derivados da eSterifiCaACH0 ..........cciviiiieiii et 35
3.3.2 Derivados da IaCtONIZAGAD ..........ceiviiiieiiieiie et 49

A, CONCIUSAO ...ttt ettt ettt ettt 58
5. Parte eXperimental..........ccooiiiiiiii e 61

5.1 Equipamento [aD0ratorial ... 61

5.2 SOIVENTES € TEAGENTES ......oueueeieieeeeieiseiseiieeisetsete ettt saees s 61

5.3 Procedimentos eXPEriMENTAIS...........cccovevrreerreeiriereeesssiesseessiesseesseesssesssssesssessssssssssssssssnsesas 62
5.3.1 COMPOSEO L.ttt ettt 62
5.3.2 COMPOSEO 2.ttt ettt et nbb e nsb e 63
5.3.3 COMPOSEIO 3.ttt ettt 64
5.3.4 COMPOSLO 4.ttt e e e e e s s e bbb e e e e e e e s s bbb e e e e e e e aans 65
5.3.5 COMPOSIO 5.ttt e e e e e e e e a e e e e e 66

T =11 o] [ToT o = L - OSSR SPRR 67



Resumo

Desde da antiguidade, a humanidade tem usado os produtos naturais para o tratamento
de diversas doengas. Atualmente, os produtos naturais ainda apresentam um papel importante
na investigacdo e desenvolvimento farmacéutico, existindo na pratica clinica varios farmacos
que tiveram origem em produtos naturais.

Os diterpenoides sdo uma classe de produtos naturais com atividades bioldgicas ativas,
encontrados em alguns seres vivos. Ao longo dos Ultimos anos, inimeros estudos tém registado
os diversos efeitos terapéuticos dos diterpendides extraidos das plantas. Estes compostos
apresentam atividades biologicas muito diversificadas, tais como, atividade anti-tumoral e
citotoxica, anti-inflamatéria, anti-infeciosa (antimicrobiana, antiviral, antifingica,
antiparasitaria) e antioxidante, entre outras. Por este motivo, esta classe de compostos tem sido
alvo de um grande interesse cientifico.

Com o intuito de melhorar a a¢do biolégica dos diterpendides, a comunidade cientifica
tém vindo a recorrer a estratégias de sintese e/ou semissintese de novos derivados diterpendides,
com vista a melhorar a sua relagéo estrutura-atividade (REA).

O 4cido carnosico é um diterpendide tetraciclico aromatico da familia abietano, que
pode ser encontrado na Salvia officinalis e no Rosmarinus officinalis. Estudos recentes
evidenciam o potencial terapéutico ndo s6 do acido carndsico, como também de alguns dos seus
derivados semi-sintéticos, no tratamento de varias patologias como o cancro.

No presente trabalho procedeu-se a preparacao de derivados semi-sintéticos do &cido
carnosico e posterior elucidacdo estrutural através da analise espectral de ressonancia magnética

nuclear.

Palavras-chaves: Produtos Naturais, Diterpendides, Acido Carnosico, Derivados
Semissintéticos, Ressonancia Magnética Nuclear.



Abstract

Since antiquity, humanity has used natural products for the treatment of various
diseases. Natural products still have an important role in pharmaceutical research and
development, with several natural product-derived drugs derived being still used in clinical
practice.

Diterpenoids are a class of natural products with different biological activities that can
be found in some living beings. Over the last few years, several studies have shown the different
therapeutic effects of diterpenoids extracted from plants. These compounds have shown diverse
biological activities, such as, antitumor and cytotoxic, anti-inflammatory, anti-infective
(antimicrobial, antiviral, antifungal, antiparasitic), and antioxidant, among others activities.
Due to this array of activities, this class of compounds has attracted a great deal of interest
among the scientific community.

In order to improve the biological activity of diterpenoids, the scientific community has
used synthesis and / or semi-synthesis strategies to prepare new diterpenoid derivatives, with
the aim of improving their structure-activity relationship (SAR).

Carnosic acid is a member of the aromatic tetracyclic diterpenoid of the abietane family
that can be found in Salvia officinalis and Rosmarinus officinalis. Recent studies have shown
the therapeutic potential of carnosic acid and some of its semi-synthetic derivatives, in the
treatment of several diseases such as cancer.

In the present work, some semi-synthetic derivatives of carnosic acid were prepared and

their chemical structure was elucidated by spectral analysis of nuclear magnetic resonance.

Keywords: Natural Products, Diterpenoids, Carnosic Acid, Semi-synthetic Derivatives,

Nuclear Magnetic Resonance.



Indice de figuras

Figura 1: Taxa de mortalidade do cancro em todo o mundo durante 2018. Adaptado da

literatura. (Bray et al., 2018).........coiiuiiiiieiie i 4
Figura 2: Distribuicdo da Incidéncia dos 10 cancros mais comum em 2018 Adaptado da
literatura (Bray et al., 2018) ......ccoiiiiiiiieie e 4
Figura 3: Estrutura quimica do PaclitaXel ... 5
Figura 4: Processo de investigacao e desenvolvimento de farmacos de origem natural ........... 7
Figura 5: Metabolitos Primarios e Metabolitos Secundarios .............ccccooveiieneiieiieiieneeen, 8

Figura 6: Esquema simplificado da sintese do IPP através da via AV. (Croteau, 2000; Dewick,

2002; Heras, 1as et al., 2003) .....ccuureiiiieeiiie e esee e see et e e ee e e e enraaeeneaee s 10
Figura 7: Esquema simplificado da sintese do IPP através da via MEP. (Croteau, 2000; Dewick,
2002; Heras, 1as et al., 2003) .....cccuureiiireiiieeeiieeesiee e siee e e e sen e e e eeneae e 10
Figura 8: Esquema simplificado da biossintese dos Terpendides. (Borges et al., 2019; Croteau,
2000; Heras, 1as et al., 2003) .....cccuureiiiireiieeeiiee e siee e iee e e e e e e e e e 12
Figura 9: Exemplos de terpenos segundo a sua classificacdo de namero de carbonos e anéis.
(Breitmaier, 2006; Croteau, 2000; Dewick, 2002; Yadava, Yadava e Goyalb, 2014)..... 13
Figura 10: Acido copalico e seus derivados semissintéticos. (Matos et al., 2015) ................. 15
Figura 11: Estrutura quimica do DOCEaXel.........c.ceevurieiiieeiiie e 15

Figura 12: Exemplos de familias dos Diterpenoides. (Devappa, Makkar e Becker, 2011; Sousa,

De, Sousa Teixeira e Jacometti Cardoso Furtado, 2018) ..........ccccveevvreeviieeiiiiee e, 16
Figura 13: Ciclizacdes dos diterpenos (Dewick, 2002) .........ccccecveeeiiireiiieeeiieeecieeesiee e 17
Figura 14: Biossintese do percursor da familia dos abietanos. (Breitmaier, 2006; Croteau, 2000)

..................................................................................................................................... 18
Figure 15: Alguns exemplos de Abietanos que ocorrem na natureza. (Gonzalez, 2013, 2014,

140 ) TP USSP OTPORI 19
Figura 16: Estrutura quimica do ACido CarNOSICO ..........cvvevevieeeeeeeeeee et 19
Figura 17: Diagrama esquematico da Sintese qUIMICa..........cccvveviieeiiireiiiee e 30
Figura 18: Espectro *H-RMN d0 &4CId0 CArNOSICO .........c.cvveveeeeeeecieeeceee et 32
Figura 19: Espectro 3C-RMN d0 4CId0 CArNOSICO ..........cveveveevereeiereeeereeieee e eiere e 33
Figura 20: Espectro Dept-135 do 4CId0 CarNOSICO.........cccuveeiiieeiiie et 34
Figura 21: Mecanismo simplificado da esterificacdo do grupo hidroxilo com anidrido acético e

DMAP. (Dewick, 2006; Xu et al., 2005) .......cccoiriiiiiiiie e 36
Figura 22: Espetro 'H-RMN 00 COMPOSLO L......ccvcveverriiriiiericierecieteeeete e re e saeresnenas 38
Figura 23: Espetro 2C-RMN d0 COMPOSLO L......cvcvvvereiiriiireeieeecietectetseeere e sesreseeresaeresnenas 39



Figura 24: Espetro Dept-135 do COMPOSLO L........oeiiieiiiiiiieiiiieiee i 40

Figura 25: Espetro de H-RMN d0 COMPOSIO 2 .....c.ceiiiiiiieicieieiceeee e 41
Figura 26: Espetro 33C-RMN d0 COMPOSIO 2.......ccvviviiiiiiiereieieieceeeee et 42
Figura 27: Espetro Dept-135 d0 COMPOSIO 2.....ccuueeiuiieieiiiiesiie ettt 43
Figura 28: Espetro de H-RMN do COMPOSIO 3 .....c.ceviiiiiiriieieieieceece e 45
Figura 29: Espetro 33C-RMN do COMPOSIO 3......ccvuiiiiiiiicieieieieeeeeeee e 46
Figura 30: Ampliacdo do espetro *C-RMN do COMPOSIO 3.........ccceeveiieeeiirirererereieeeeeeens 46
Figura 31: Espetro Dept-135 d0 COMPOSIO 3.....c..viiiiiiiiiiiiieiie et 47
Figure 32: Aproximagédo do espetro de Dept-135a campo alto..........ccceviviiiieiiiiiieiiieninn 48

Figure 33: Esquema simplificado da reacdo de esterificacdo intermolecular entre o acido

carboxilo e o grupo hidroxilo usando DCC e DMAP. (Neises e Steglich, 1978;

Siengalewicz, Mulzer e Rinner, 2014; Tsakos et al., 2014) ..........cccoovviieiiniiie e, 49
Figura 34: Espetro *H-RMN d0 COMPOSTO 4 ........cooviviriiiiiiireiiieiceeieieieeee et 51
Figura 35: Espetro 3C-RMN d0 COMPOSIO 4.......ccvureiiiiieieeereieieeeeeeeeeee e 52
Figura 36: Espetro Dept-135 d0 COMPOSIO 4........ueeiiiiiiieiiieiiie et 53
Figura 37: Espetro *H-RMN d0 COMPOSTO 5......c.cvviviriiiiieiieiierceeieievee et 54
Figura 38: Espetro C-RMN d0 COMPOSLO 5.......cvviveeerieiieeeieiieieeeeeeies e seies et ssren e s 55
Figura 39: Espetro Dept-135 d0 COMPOSLO 5....ccvvveeiiiieeiiie e 56
Figura 40: Estrutura quimica do COMPOSEO L .....c.uveeiieeeiiieeciie s ee e e e 62
Figura 41: Estrutura quimica do COMPOSLO 2 ......uveeiireeeiiieeeiieeeieeesnire e srre e siae e e e e e snaeeeeeeas 63
Figura 42: Estrutura quimica do COMPOSEO 3 .......uveeiiieeiiie e cree e e e e e e sa e 64
Figura 43: Estrutura quimica do COMPOSLO 4 .......ueeeiuiieeiiieeciee e e e e 65
Figura 44: Estrutura quimica do COMPOSEO 5 ....cvvveeiiiieeiiie e 66

vii



Indice de esquemas

Esquema 1: Derivado do &cido carnosico. Derivado 1 (Pertino et al., 2010) ..........ccceeevvenenn 23
Esquema 2: Derivados do éacido carndsico. Derivados 2- 4 (Li et al., 2018), derivados 5 e 6

(Pertino et al., 2015) e derivado 7 (Aoyagi et al., 2006)..........cccceveiiieeriieenieiiienieeninnn 23
Esquema 3: Derivados do &cido carnosico. Derivado 8 (Liang et al., 2018) e derivado 9-11
(Theoduloz et al., 2011) ...couieiiieiie ettt 24
Esquema 4: Sintese dos derivados semissSintéticoS PropOStOS.........cvvverveeiereriieereeieenieeeeens 35

Esquema 5: Reagentes e condigdes: Anidrido Acético, DMAP, THF seco, a temperatura
1001 ] [<] ] PRSP SUROPRSPPR 37
Esquema 6: Reagentes e condicBes: Anidrido Butirico, DMAP, THF seco, temperatura
1001 ] (<] ] PRSP SUSSPRRPPR 41
Esquema 7: Reagentes e condicdes: Cloreto de cinamoilo, DMAP, tolueno seco, 60°C,
AEMOSTEIA U8 N2ttt ettt et beenree e 44

Esquema 8: Reagentes e Condi¢des: DCC, DMAP em CHCl, seco, a temperatura ambiente

..................................................................................................................................... 50
Esquema 9: Reagentes e condicdes: Cloreto de furoilo, DMAP, tolueno seco, 60°C, atmosfera
PSPPSR 54

viii



Indice de tabelas

Tabela 1: Algumas das propriedades do acido CArNOSICO ........ccvvevveiiiieriieeiie e 21
Tabela 2: Comparacio do niimero de carbonos entre o Acido carnésico e 0 Composto 1...... 40
Tabela 3: Comparacio do nimero de carbonos entre o Acido carnésico e 0 Composto 2...... 43
Tabela 4: Comparacio do nimero de carbonos entre o Acido carnésico e 0 Composto 3...... 48
Tabela 5: Comparacio dos nimeros de carbonos entre o Acido carndsico e 0 Composto 4... 53
Tabela 6: Comparacdo dos niumeros de carbonos entre 0 Composto 4 e 0 Composto 5.......... 56



Lista de abreviaturas

13C-RMN: espetro de ressonancia magnética nuclear de carbono-13
'H-RMN: espetro de ressonancia magnética nuclear de protdo
AC: 4cido carnosico

Acetil-CoA: acetil coenzima A

Acetoacetil-CoA: acetoacetil coenzima A

AM: 4cido Mevaldnico

CC: cromatografia em coluna

CCF: cromatografia em camada fina

CDClz: cloroférmio deuterado

d: dubleto

DCC: dicliclohexilcarbodiimida

Dept: intensificagdo da distor¢ao por transferéncia de polarizagdo (“Distortionless
Enhancement by Polarisation Transfer”)

DMAP: 4-demetilaminopiridina

DMAPP: demetilalilo pirofosfato

HIV-1: virus da imunodeficiéncia humana-1

IPP: isopentenil pirofosfato

J: constante de acoplamento

MEP: metileritritol-4-fosfato

OMS: Organizacdo Mundial de Saude

OPP: oxigénio pirofosfato

PPG: pirofosfato de geranilo

PPF: pirofosfato de farnesilo

PPGF: pirofosfato de gernilfarnesilo

PPGG: pirofosfato de gernilgeranilo

ppm: partes por milhdo

RMN: ressonancia magnética nuclear

s: singleto

THF: tetrahidrofurano

o: desvio



Introducéo



1. Introducéo

1.1 Cancro

1.2 Produtos naturais

1.3 Terpenos e terpendides
1.4 Diterpendides

1.5 Abietanos

1.6 Acido carndsico



1.1 Cancro

O cancro é um termo genérico para definir um conjunto de doengas com mecanismos
patoldgicos complexos que envolvem o crescimento celular anormal, devido a alteragdes no
genoma celular. (Akaberi, Mehri e Iranshahi, 2015; Biersack, 2016; Jacob et al., 2017; Kastan
e Bartek, 2004; Society, 2018; Yuan e Kaplowitz, 2011)

A interacdo de varios fatores de risco, ndo sO internos, tais como genéticos e o
envelhecimento; como também externos, como tabagismo, obesidade, maus habitos
alimentares, infe¢Oes, radiacdo ultravioleta e ionizante, entre outros, induzem alteragcdes no
processo de regulacdo do crescimento da célula. Estas alteracBes ddo origem a células
cancerigenas com capacidades distintas e complementares, como proliferacdo descontrolada e
poder de invasdo, levando a formacéo de tumores, com potencial de disseminagdo metastatica.
(Anand et al., 2008; Jacob et al., 2017; Kastan e Bartek, 2004; Society, 2018; Yuan e
Kaplowitz, 2011)

O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo. O Observatorio Global
do Cancro (GLOBOCAN) estima que no ano de 2018, esta patologia foi responsavel por cerca
de 9,6 milhdes de mortes em todo o mundo (Fig. 1) e que este nimero tende a aumentar com o
passar dos anos. Esta realidade demonstra a urgéncia existente pela procura de novas
alternativas terapéuticas capazes de melhorar a eficacia do tratamento, diminuir a toxicidade
induzida nas células normais, bem como prevenir esta doenca. (Anand et al., 2008; Bray et al.,
2018; International Agency for Research on Cancer (IARC), 2018; Siegel, Miller e Jemal, 2018;
Society, 2018)
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Figura 1: Taxa de mortalidade do cancro em todo o mundo durante 2018. Adaptado da literatura.
(Bray et al., 2018)

A incidéncia do tipo de cancro no ser humano € diferente entre sexos. O cancro da mama
apresenta maior incidéncia entre as mulheres, enquanto nos homens o maior nimero de casos
registados é representado pelo cancro do pulmédo (Fig. 2). (Bray et al., 2018)

Females
Incidence

Males
Incidence

Leukaemia
6%

4.1%

Corpus ut :
aa%  Trod gew
8.6 million 9.5 million
new cases new cases

Figura 2: Distribui¢do da Incidéncia dos 10 cancros mais comum em 2018 Adaptado da literatura
(Bray et al., 2018)



1.2 Produtos naturais

1.2.1 Historia dos produtos naturais

Historicamente, a humanidade tem usado 0s compostos naturais para o tratamento de
diversas doencas. Textos antigos atestam a sabedoria que foi adquirida e transmitida através de
geragdes sobre os efeitos benéficos dos mesmos. Como fontes de produtos de saude, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 65% da populagdo mundial continua a
depender dos produtos naturais para os seus cuidados de satde primarios. Por este motivo, estes
compostos continuam a atrair a atengdo da comunidade cientifica, pois apresentam uma grande
variedade de bioatividades e biodiversidades, possuindo um papel importante na investigacdo
farmacéutica para o desenvolvimento de novos farmacos. (Andrade et al., 2018; Cordell, 2000;
Cragg e Newman, 2013; Cragg M., Grothaus G. e Newman j., 2009; Dias, Urban e Roessner,
2012; Fabricant e Farnsworth, 2001; Ji, Li e Zhang, 2009; Lahlou, 2013; McChesney,
Venkataraman e Henri, 2007; Salminen et al., 2008)

Na pratica, a exploracdo dos constituintes ativos dos produtos naturais para uso clinico,
resultou no isolamento de compostos ativos que ainda hoje sdo usados na terapéutica moderna,
como € o caso do Paclitaxel (Fig.3). O Paclitaxel, também conhecido como Taxol®, é um
diterpeno da familia dos taxanos que apresenta um efeito citotoxico através da destabilizacdo
dos microtubulos durante a diviséo celular. (Akaberi, Mehri e Iranshahi, 2015; Biersack, 2016;
Cooper e Nicola, 2015; Cragg e Newman, 2013; Cragg M., Grothaus G. e Newman j., 2009;
Salminen et al., 2008)

Figura 3: Estrutura quimica do Paclitaxel



1.2.2 Descoberta e desenvolvimento de farmacos

O desenvolvimento de qualquer farmaco, seja ele de origem natural ou sintética, ndo é
uma tarefa facil, estando envolvidas varias fases de investigacdo e desenvolvimento até que o
farmaco seja comercializado. (McChesney, Venkataraman e Henri, 2007)

De uma forma bastante simplificada, o desenvolvimento de farmacos a partir dos
compostos naturais ocorre da seguinte forma (Fig. 4): inicialmente, existe um screening de
varios extratos de produtos naturais para uma determinada atividade bioldgica. Se os extratos
demonstrarem acdo na atividade pretendida, procede-se ao isolamento e purificagdo dos seus
compostos, que apds uma nova analise sobre o seu papel na atividade bioldgica, € possivel
identificar os potenciais Hits. Os potenciais Hits por sua vez sdo selecionados devido a sua
capacidade de interagir com o alvo terapéutico. No processo de passagem de um Hit a Lead, 0s
Hits sdo modificados estruturalmente, permitindo desta forma otimizar as propriedades
biologicas e farmacocinéticas dos mesmos. Apds 0 processo de otimizacdo dos Hits, os
promissores Leads sdo sujeitos a uma avaliacdo de atividade, seletividade e toxicidade através
de ensaios in vitro e in vivo. Posteriormente também séo avaliados critérios de originalidade e
patenteabilidade. Depois desta avaliacdo prossegue-se para 0s ensaios clinicos de fase I, 11 e 111
de forma a comprovar a eficacia e seguranga dos compostos em humanos. A fase seguinte
depois de cumprir os regulamentos padrdo de submissdo de um pedido de comercializacdo as
autoridades competentes do medicamento é a comercializacdo do composto eficaz e o
acompanhamento do mesmo atraves de ensaios clinicos de fase IV de forma a comprovar a sua
eficcia e estudar os efeitos colaterais. (Andrade et al., 2018; Cordell, 2000; Cragg e Newman,
2013; Devappa, Makkar e Becker, 2011; Galli e Faller, 2003; Harvey, 2008; Koehn e Carter,
2005; Lahlou, 2007, 2013; Lam, 2007; McChesney, Venkataraman e Henri, 2007; Newman,
Cragg e Kingston, 2015; Wermuth, 2008)
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Figura 4: Processo de investigacdo e desenvolvimento de farmacos de origem natural

Contudo, o desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais pode apresentar
diversas dificuldades, nomeadamente em relacdo a disponibilidade comercial, complexidade
estrutural dos compostos, e ao do facto das caracteristicas de poténcia, seletividade e
farmacocinética ndo estarem otimizadas para a clinica. Deste modo, o desenvolvimento deste
tipo de farmacos depende de uma colaboracéo interdisciplinar de varias areas da ciéncia, para
tornar possivel o isolamento e elucidacdo estrutural de Hit/Leads naturais, o desenvolvimento
de novas vias sintéticas e semissintéticas que possibilitem o0 aumento da escala sustentavel, a
realizacdo de estudos de relacdo estrutura-atividade, a otimizacdo e aumento do potencial
clinico do composto e, por fim a sua avaliacdo clinica. (Andrade et al., 2018; Cheuka et al.,
2017; Cragg e Newman, 2013; Cragg M., Grothaus G. e Newman j., 2009; McChesney,
Venkataraman e Henri, 2007)

Os objetivos anteriormente referidos podem ser conseguidos através da sintese quimica,
uma estratégia que replica as moléculas naturais num ambiente laboratorial. A sintese quimica
pode ser dividida em sintese total ou em sintese parcial dos compostos. A sintese total consiste
na replicagdo das moléculas naturais a partir de moléculas comerciais mais simples, ou

derivados, permitindo o desenvolvimento de produtos naturais complexos de forma mais
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eficiente. A sintese parcial de produtos naturais consiste na modificacdo estrutural de
compostos intermediarios, por métodos quimicos ou enzimaticos, tendo como objetivo o
desenvolvimento de compostos analogos. (Cragg e Newman, 2013; Cragg M., Grothaus G. e
Newman j., 2009; Lahlou, 2013)

1.3 Terpenos e terpenoides

Os produtos naturais podem ser definidos como compostos organicos isolados de
organismos Vvivos como plantas, animais e micro-organismos, que possuem atividades
bioldgicas essenciais para 0s mesmos. Dos compostos anteriormente referidos, os derivados das
plantas sdo os que assumem um papel mais importante no desenvolvimento de novos farmacos.
(Cooper e Nicola, 2015; Devappa, Makkar e Becker, 2011; Dewick, 2002; Ignatius Enodiana
et al., 2016)

As plantas sintetizam uma enorme variedade de compostos que podem ser divididos em
metabolitos priméarios, como carboidratos, lipidos, acidos nucleicos, entre outros, que estdo
envolvidos em funcbes de crescimento, desenvolvimento, fotossintese e reproducédo; ou em
metabolitos secundarios, como compostos fendlicos, alcaloides ou terpenos, que estdo
envolvidos em funcGes ecoldgicas entre as plantas e 0 meio (Fig. 5). (Cooper e Nicola, 2015;
Devappa, Makkar e Becker, 2011; Ignatius Enodiana et al., 2016)

Compostos
Naturais

Metabolitos Metabolitos

primarios Secundérios
- Compostos
Carboidratos fendlicos
— Lipidos |+ Alcaloides
Acidos
nucleicos Terpenos

Figura 5: Metabolitos Primarios e Metabolitos Secundarios



Os terpenos constituem a maior e mais diversificada classe de metabolitos secundérios,
exercendo um controle metabdlico e mediando interagdes entre espécies, tendo fungdes vitais
em organismos como bactérias, leveduras, fungos, plantas e animais. (Cooper e Nicola, 2015;
Croteau, 2000; Heras, las et al., 2003; Ignatius Enodiana et al., 2016; Salminen et al., 2008)

O termo “terpeno” foi originalmente empregue para descrever uma mistura de
hidrocarbonetos isoméricos naturais que ocorrem nos 6leos essenciais obtidos da seiva e tecidos
das plantas e arvores. J4 o termo “terpendides” ¢é usado para descrever compostos
hidrocarbonetos com férmula geral de (CsHsg)n, assim como seus derivados oxigenados.
(Yadava, Yadava e Goyalb, 2014)

Os terpendides possuem uma grande aplicabilidade comercial, distribuindo-se pelas
mais variadas areas como as dos corantes, colas, polimeros, agroquimicos e farmacos, entre
outras, sendo por isso uma classe de metabolitos que tém despertado grande interesse. Além do
referido, este grupo de compostos também se encontra a ser investigado pelas suas funcoes
antibacterianas e antineoplasicas entre outras. (Devappa, Makkar e Becker, 2011; Gershenzon
e Dudareva, 2007; Ignatius Enodiana et al., 2016; Yadava, Yadava e Goyalb, 2014)

Os terpendides sdao compostos soltveis em solventes organicos e geralmente insoluveis
em agua. Por norma, possuem uma ou mais ligacoes duplas e séo facilmente oxidados. (Ignatius
Enodiana et al., 2016; Yadava, Yadava e Goyalb, 2014)

1.3.1 Biossintese dos terpenos

A biossintese dos terpendides pode ocorrer atraves de duas vias: pela via do acido
mevalonico ou mevalonato (AM), ou pela via do metileritritol-4-fosfato (MEP). (Bohlmann,
Meyer-Gauen e Croteau, 1998; Breitmaier, 2006; Croteau, 2000; Devappa, Makkar e Becker,
2011; Dewick, 2002; Gonzalez, 2013; Heras, las et al., 2003)

A via AM (Fig. 6), que ocorre no citoplasma dos eucariotas superiores e bactérias, tem
por base o acoplamento de duas unidades de acetil-CoA para a formacdo de acetoacetil-CoA.
Seguidamente o acetoacetil-CoA é acoplado e condensado através de uma reacao aldol com
outra unidade acetil-CoA para a formacdo do acido mevalonico. O acido mevalonico é
fosforilado, descarboxilado e desidratado dando origem ao isopentenil pirofosfato (IPP) que
pode ainda se converter no seu isdmero demetilalilo pirofosfato (DMAPP), através de uma
isomerizacdo regulada pela IPP isomerase. (Croteau, 2000; Devappa, Makkar e Becker, 2011;
Dewick, 2002; Heras, las et al., 2003)
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Figura 6: Esquema simplificado da sintese do IPP através da via AV. (Croteau, 2000; Dewick, 2002;
Heras, las et al., 2003)

A via MEP (Fig. 7), que ocorre nos cloroplastos das algas verdes e plantas superiores
tem por base a condensacdo do gliceraldéido-3-fosfato e de dois atomos de piruvato, com
formacdo do DMAPP, o qual pode ser convertido no seu isomero IPP. (Croteau, 2000; Devappa,
Makkar e Becker, 2011; Dewick, 2002; Heras, las et al., 2003)
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Figura 7: Esquema simplificado da sintese do IPP através da via MEP. (Croteau, 2000; Dewick,
2002; Heras, las et al., 2003)

Em ambas as vias € possivel obter os percursores dos terpendides, o IPP e 0 DMAPP,
que originam o isopreno (CsHs), percursor dos hemiterpendides. O IPP e o DMAPP que

possuem um bom grupo de saida, o oxigénio pirofosfato (OPP), sofrem uma protonacdo e

10



consequentemente ocorre a formagdo de um carbocatido alilico (Fig. 8). O carbocatido apds
uma dimerizacdo e condensacdo “cabeca-cauda”, segundo a regra do isopreno, origina o
pirofostato de geranilo (PPG). Por sua vez, o PPG possui dois destinos metabdlicos, o de ser
percursor da biossintese de monoterpenoides, ou condensar novamente com outra molécula de
IPP e desta forma originar o pirofosfato de farnesilo (PPF). Por outro lado, o PPF possui trés
destinos metabdlicos, 1) ser percursor da biossintese dos sesquiterpendides, 2) gerar
triterpendides por uma dimerizagdo “cauda-cauda” de duas moléculas de PPF, ou 3) gerar o
pirofosfato de gernilgeranilo (PPGG) por uma extensdo da cadeia, atraves de uma nova
condensacdo com uma molécula de IPP. Tal como o PPF, 0 PPGG também possui trés possiveis
destinos metabdlicos, 1) ser percursor da biossintese de diterpendides, 2) gerar tetraterpendides
por uma dimerizagdo “cauda-cauda” de duas moléculas de GGPP, ou 3) gerar o pirofosfato de
gernilfarnesilo (PPGF) por um alongamento da cadeia com a condensagéo de uma molécula de
IPP. Por sua vez, o PPGF sofre uma extensdo de multiplas cadeias para produzir o pirofosfato
poliprenil, que origina os politerpendis e ocasionalmente sesterterpenoides (Czs). (Briickner e
Tissier, 2013; Cooper e Nicola, 2015; Croteau, 2000; Devappa, Makkar e Becker, 2011;
Dewick, 2002; Heras, las et al., 2003; Ignatius Enodiana et al., 2016; Salminen et al., 2008;

Sousa, De, Sousa Teixeira e Jacometti Cardoso Furtado, 2018)
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Figura 8: Esquema simplificado da biossintese dos Terpendides. (Borges et al., 2019; Croteau, 2000;

Heras, las et al., 2003)

A maioria dos terpenoides tém uma formula geral de (CsHs)n e podem ser classificados
quer com base no nimero de anéis presentes na organizagdo estrutural dos carbonos, quer com

base no niumero de unidades de isopreno (Fig. 9). Ao nivel do nimero de anéis presentes na
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organizacdo estrutural dos carbonos, os terpendides podem ser classificados como aciclicos
(possuem estrutura aberta), monociclicos (possuem um anel na estrutura), biciclico (possuem
dois anéis na estrutura), triciclico (possuem trés anéis na estrutura), tetraciclico (possuem quatro
anéis na estrutura). Ao nivel do nimero unidades de isopreno podem ser classificados como
hemiterpendides (Cs, possuem uma unidade de isopreno), monoterpendides (C1o, possuem duas
unidades de isoprenos), sesquiterpendides (Cis, possuem trés unidades de isopreno),
diterpendides (Czo, possuem quatro unidades de isopreno), triterpendides (Czo, possuem seis
unidades de isoprenos) e politerpendides (Csn, quando o nimero de isoprenos é superiores aos
referidos anteriormente). (Breitmaier, 2006; Buckingham, 1996; Croteau, 2000; Dewick, 2002;
Heras, las et al., 2003; Salminen et al., 2008; Yadava, Yadava e Goyalb, 2014)
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Figura 9: Exemplos de terpenos segundo a sua classificagdo de nimero de carbonos e anéis.
(Breitmaier, 2006; Croteau, 2000; Dewick, 2002; Yadava, Yadava e Goyalb, 2014)

1.4 Diterpenoides

Como ja foi referido anteriormente, os diterpendides sdo uma subclasse dos terpendides,

que tém uma estrutura base com quatro unidades de isopreno e sdo predominantemente
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biossintetizados pela via MEP, visto que na sua maioria se originam nos plastos. (Bohlmann,
Meyer-Gauen e Croteau, 1998; Croteau, 2000; Munne-Bosch, 2001; Sousa, De, Sousa Teixeira
e Jacometti Cardoso Furtado, 2018)

Os diterpendides sdo metabolitos que possuem uma grande variedade de bioatividades.
Nas plantas os diterpendides apresentam diferentes funcbes, nomeadamente hormonais
(giberelinas), reguladores de respostas induzidas por ferimentos (acido abietanos), pigmentos
fotossintéticos (cadeia fitofilina das clorofilas) e antioxidantes (porcéo fitila de tocofendis).
(Gonzélez, 2015; Munne-Bosch, 2001)

O potencial terapéutico destes compostos tem sido associado as varias atividades
demonstradas em ensaios in vitro, tais como anti-infeciosas (antimicrobiana, antiparasitaria,
antiflngica, antiviral), anti-tumorais, citotoxicas, antitlcerogénicas, antioxidantes (inibidor do
oxido nitrico), anti-inflamatérias, analgésicas, anti-plaquetarias, anti-hipertensivas,
hipolipidémicas. (Batista et al., 1994; Devappa, Makkar e Becker, 2011; Gonzalez, 2015;
Heras, las et al., 2003)

Devido as promissoras atividades bioldgicas dos diterpendides, existe um grande
interesse em desenvolver métodos para obter derivados destes compostos que apresentem uma
melhoria das propriedades farmacodinamicas e farmacodinamicas, eliminando ao maximo a
toxicidade em relagdo ao composto original, de modo a que possam ser usados na clinica. As
modificagdes estruturais podem ser obtidas por meio de uma biotransformacéo, utilizando
enzimas, ou pela via quimica. A titulo de exemplo, as modifica¢Bes quimicas efetuadas no acido
copalico, um diterpeno encontrado na Copaifera langsdorffii, permitiu encontrar derivados
semissintéticos que apresentaram um aumento da atividade anti-tubercular sem toxicidade
expressiva, sendo que um dos derivados apresentou uma atividade semelhante a
Estreptomicina, um medicamento usado na primeira linha do tratamento da tuberculose (Fig.
10). (Matos et al., 2015; Sousa, De, Sousa Teixeira e Jacometti Cardoso Furtado, 2018) Através
deste exemplo é possivel verificar a importancia dos derivados semissintéticos, pois de um
composto com eventual atividade para o alvo terapéutico passou-se a ter um promissor Lead

para o desenvolvimento farmacéutico.
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Figura 10: Acido copalico e seus derivados semissintéticos. (Matos et al., 2015)

Um outro exemplo que demonstra que as modificacdes estruturais podem originar
compostos importantes para o uso clinico, sdo os derivados semissintéticos do Paclitaxel (Fig.
3).

De forma a suprimir as dificuldades associadas a extracdo do Paclitaxel foi descoberto
um composto intermediario, a 10-desacetilbacatina I11, que apds ter sido sujeita a modificacdes
estruturais deu origem a varios derivados semissintéticos, entre eles o Docetaxel.

O Docetaxel (Fig. 11) é ligeiramente mais soluvel em &gua que o Paclitaxel e em ensaios
in vitro e in vivo verificou-se que teria uma maior afinidade aos microtubulos, verificando-se
assim um aumento da poténcia do mesmo. Contudo os efeitos adversos associados ao Paclitaxel
sdo também observaveis no Docetaxel. Atualmente esté a ser desenvolvida associagdes com
nanoparticulas para diminuir os efeitos adversos verificados na utilizacdo do Docetaxel.
(Crown, 2004; Kim et al., 2011; Newman, Cragg e Kingston, 2015; Varsha et al., 2017;
Verweij, Clavel e Chevalier, 1994)

Figura 11: Estrutura quimica do Docetaxel

1.4.1 Classificacédo e biossintese

De acordo com o nimero de anéis presentes na estrutura, os diterpendides podem ser

classificados como aciclicos (Fitanos), biciclicos (Labanos e Clerodanos), triciclicos
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(Piramanos, Abietanos, Cassanos, Rosanos e Podocarpanos), tetraciclicos (Cauranos,
Beieranos, Atisanos e Giberelinas), macrociclicos (Taxanos, Dafnanos, Tiglianos e Casbenos)
e diterpendides diversos (Fig. 12). (Devappa, Makkar e Becker, 2011; Hanson, 2017; Heras, las
et al., 2003; Mafu e Zerbe, 2018; Peters, 2010; Salminen et al., 2008; Sapio et al., 2017; Sousa,
De, Sousa Teixeira e Jacometti Cardoso Furtado, 2018)
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Pimarano Cassano Abietano
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Figura 12: Exemplos de familias dos Diterpendides. (Devappa, Makkar e Becker, 2011; Sousa, De,
Sousa Teixeira e Jacometti Cardoso Furtado, 2018)

Os diterpendides ciclicos podem ser formados através da ciclizacdo do PPGG mediados
pela formacdo de carbocatibes e por potenciais rearranjos de Wagner-Meerwein. Se por um
lado a origem de algumas familias dos diterpendides esta associada a formacdo do carbocatido
pela a perda do OPP, noutras familias de diterpendides a formacdo do carbocatido é iniciada
pela protonacdo da ligacdo dupla que leva a uma ciclizacdo, sendo que a perda do OPP acontece
mais tarde, levando esta também a uma ciclizacdo na estrutura diterpénica (Fig. 13). (Croteau,
2000; Dewick, 2002; Sousa, De, Sousa Teixeira e Jacometti Cardoso Furtado, 2018)
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PPGG

Figura 13: CiclizacGes dos diterpenos (Dewick, 2002)

1.5 Abietanos

Os abietanos sdo uma familia de diterpenos naturais com trés anéis, encontrados em
varias plantas, em especial nas coniferas, e em microrganismos. Possuem um grande espetro de
bioatividades, as quais estdo associadas aos varios graus de hidrogenacdo ou oxidacéo
encontrados na sua estrutura. (Dewick, 2002; Gonzélez, 2013, 2014, 2015)

1.5.1 Biossintese

A familia dos abietanos é biossintetizada (Fig. 14) a partir da protonacdo do PPGG que
apos a perda do grupo OPP, permite a formacao de um catido. Em seguida, este catido perde
um protéo para originar um alceno, que por sua vez sofre uma migracdo do metilo em Ci3
formando assim o catido abietadieno. A perda de um protdo origina o (-)-abietadieno, o
precursor da familia dos abietanos. Todo este processo é catalisado pela enzima abietadieno
sintase. (Breitmaier, 2006; Croteau, 2000; Dewick, 2002)
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Figura 14: Biossintese do percursor da familia dos abietanos. (Breitmaier, 2006; Croteau, 2000)

1.5.2 Abietanos aromaticos

Os abietanos aromaticos abrangem o maior grupo de compostos do tipo abietano.
Possuem vinte carbonos, trés anéis de seis membros, em que geralmente o anel A ndo é
funcionalizado, e apresentam varios niveis de oxidacéo nos anéis B e C (Fig. 15). (Gonzélez,
2013, 2014, 2015)

Devido a grande variedade de estruturas quimicas apresentadas, os abietanos aromaticos
podem ser classificados de acordo com o nimero de ligacdes duplas e do tipo de estrutura
carbociclica. Os compostos que possuem trés ligagdes duplas e um sistema de anel tetraciclico
sdo designados de abietatrienos triciclicos, os compostos que possuam trés ligacdes duplas e
um de anel lactona sdo designados de abietatrienos lactonas, e 0s compostos que possuam

quatro ligac6es duplas sdo designados de abietatetraenos. (Gonzalez, 2013)
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Tipos de Abietanos | R: R: Rs R4

Ferruginol CHs H OH CHs
Ry Acido desidroabiético CH3 H H COOH
Acido carnésico| COOH OH OH CHs

Figure 15: Alguns exemplos de Abietanos que ocorrem na natureza. (Gonzélez, 2013, 2014, 2015)

1.6 Acido carnoésico

O é&cido carnosico (Fig. 16) é um diterpenoide aromatico natural do tipo abietano que
possui como formula empirica CooH2804. Este composto foi descoberto em 1962 na Sélvia
(Salvia officinalis) e mais tarde no Rosmaninho (Rosmarinus officinalis). Pode ser facilmente
encontrado nas folhas, mais precisamente nos cloroplastos dos tricomas. (Bahri, Jameleddine e
Shlyonsky, 2016; Birti¢ et al., 2015; Mafu e Zerbe, 2018; Masuda et al., 2002; Munne-Bosch,
2001; Petiwala e Johnson, 2015; Scheler et al., 2016)
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Figura 16: Estrutura quimica do Acido Carndsico

Derivado do ferruginol, o &cido carndsico possui trés anéis de seis membros, um anel
aromatico no anel C, um grupo catecol (grupos hidroxilos em posi¢do orto no anel aromatico)

e um &cido carboxilico livre no carbono 20. (Banerjee, Poon Ng e Laya, 2003; Birti¢ et al.,
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2015; Gonzélez, 2013, 2015; Mafu e Zerbe, 2018; Petiwala e Johnson, 2015; Scheler et al.,
2016)

Devido ao grupo catecol, pode-se discutir a estabilidade do acido carnésico. Na planta,
quando sujeito a alteracdes do meio, como por exemplo luz intensa ou stress quimico, pode
sofrer uma desidrogenacdo enzimatica na presenca de oxigénio e/ou um ataque por radicais
livres, dando origem a varios derivados como o carnosol, rosmanol e o isorosmanol. A
formacdo dos derivados permite ao acido carndsico exercer o seu efeito antioxidante e, por
consequéncia, proteger a planta. (Bahri, Jameleddine e Shlyonsky, 2016; Banerjee, Poon Ng e
Laya, 2003; Bafio, Del et al., 2003; Birti¢ et al., 2015; Cuvelier, Berset e Richard, 1994;
Gonzélez, 2013; Hall et al., 2018; Loussouarn et al., 2017; Masuda, Inaba e Takeda, 2001;
Masuda et al., 2002; Munne-Bosch, 2001; Munné-Bosch et al., 2001; Petiwala e Johnson, 2015)

Desta forma, o &cido carndsico pode atuar como um antioxidante lipidico que elimina
0s oxigénios singletos e os radicais hidroxilo, prevenindo assim a peroxidacdo lipidica e
disrupcdo da membrana lipidica. (Bahri, Jameleddine e Shlyonsky, 2016; Birti¢ et al., 2015;
Munne-Bosch, 2001)

1.6.1 Bioatividade

Na literatura cientifica encontram-se estudos que descrevem as varias atividades
biologicas do &cido carndsico, como por exemplo atividades antioxidantes, fotoprotetoras, anti-
infeciosas (antimicrobianas, antifingicas, antivirais), neuroprotetoras, anti-inflamatorias,
analgésicas, antidepressivas, antiagregantes plaquetarias, antidiabéticas, adstringente,
gastroprotetoras, anti arteriosclerose, anticancerigenas (atuando como anti-proliferativo,
citotoxico, anti-angiogénico e indutor da apoptose), exibindo uma baixa toxicidade in vivo.
(Akaberi, Mehri e Iranshahi, 2015; Albalawi et al., 2017; Amaral et al., 2013; Andrade et al.,
2018; Aoyagi et al., 2006; Bahri, Jameleddine e Shlyonsky, 2016; Banerjee, Poon Ng e Laya,
2003; Barni et al., 2012; Biersack, 2016; Birti¢ et al., 2015; Christensen et al., 2010; Danilenko
et al., 2003; Das et al., 2018; Einbond et al., 2012; Ferreira et al., 2016; Gonzélez, 2013, 2014;
Hall et al., 2018; Jacob et al., 2017; Kar et al., 2012; Kuo et al., 2011; Lee et al., 2007; LIU et
al., 2018; Loussouarn et al., 2017; Masuda, Inaba e Takeda, 2001; Masuda et al., 2002;
Mengoni et al., 2011; Moosavi et al., 2016; Petiwala et al., 2016; Ribeiro-Santos et al., 2015;
Sasaki et al., 2013; Satoh et al., 2008; Satoh e Lipton, 2017; Scheler et al., 2016; Shin et al.,
2013; Su et al., 2016; Szwajgier, 2013; Theoduloz et al., 2011; Wang et al., 2012)
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Tabela 1: Algumas das propriedades do &cido carnosico

Propriedades
bioldgicas

Antiviral

Antimicrobiano

Antidiabético

Antiagregante
plaquetario

Anti-
inflamatorio

Neuroprotetor

Antioxidante

Exemplos de efeitos

Inibe os efeitos da protéase HIV-1,
e a replicacdo do virus HIV-1
Inibe a replicacdo do tipo A- e B-
do virus sindical respiratdrio
Modula a resisténcia bacteriana a
multiplos farmacos

Inibe a atividade da lipase
pancredtica e suprime a elevacao
dos triglicéridos séricos

Inibe a mobilizacdo citosdlica do
calcio

Inibe o colagénio, o é&cido
araquidonico, U46619 e o indutor
da trombina

Suprime a  producdo  de
mediadores da inflamacao

Promove a sintese do factor de
crescimento nervoso e inibi a
acetilcolinesterase, prevenindo a
doenca de Alzheimer

Protege 0s neuronios do stress
oxidativo e da exocitose

Aumenta os niveis da reducdo da
glutationa in vivo e protege o
cérebro contra isquemia da artéria
cerebral

Induz da via antioxidante Nrf2
envolvida em efeitos protetores
doencas neurodegenerativas

Atua sobre as espécies reativas de
oxigénio
Reduz a peroxidacéo lipidica

Referéncia bibliografica

(Gonzélez, 2013; Shin et al.,
2013)

(Birti¢ et al., 2015;
Theoduloz et al., 2011)

(Christensen et al., 2010;
Theoduloz et al., 2011)

Antiagregante plaquetario

(Satoh et al., 2008; Scheler
et al., 2016; Theoduloz et
al., 2011)

(Albalawi et al., 2017;
Bahri, Jameleddine e
Shlyonsky, 2016; Gonzélez,
2013; Hall et al., 2018;
Moosavi et al., 2016; Satoh
et al., 2008; Satoh e Lipton,
2017; Scheler et al., 2016;
Szwajgier, 2013)

(Albalawi et al., 2017; Birti¢
et al., 2015; Gonzalez, 2013;
Loussouarn et al., 2017;
Masuda et al., 2002;
Ribeiro-Santos et al., 2015;
Scheler et al., 2016)
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Propriedades

s Exemplos de efeitos Referéncia bibliogréafica
biologicas
e E quimioprotetor, antiprofilerativo
e citotdxico. Induz a apoptose,
autofagia e a paragem do ciclo (Akaberi, Mehri e Iranshahi,
celular em G1. Inibe a capacidade 2015; Aoyagi et al., 2006;
migratoria e a adesdo celular. Bahri, Jameleddine e
Aumenta a sensibilidade das Shlyonsky, 2016; Biersack,
Anti-tumoral células a cisplatina e vitamina Ds 2016; Danilenko et al.,
no cancro do pulméo e leucemia, 2003: Gonzalez, 2015; Jacob
respetivamente etal., 2017; LIU et al.,
e Estudos realizados demonstram 2018; Petiwala et al., 2016;
que o acido carndsico atua em Satoh et al., 2008; Scheler et
varios tipos de cancro como 0 al., 2016: Su et al., 2016;
cancro da mama, da prostata, Theoduloz et al., 2011)

colon, do pulmdo, dos rins,
cervical, de cérebro e na leucemia.

1.6.2 Derivados semissintéticos do acido carnosico

Como foi possivel verificar no subcapitulo anterior, o &cido carndsico apresenta um
grande espetro de bioatividades, o que o torna um promissor Hit para o desenvolvimento de
novos farmacos. Contudo, a maioria dos mecanismos de acdo do &cido carnosico ainda continua
por desvendar e as suas propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas necessitam de ser
otimizadas de forma a obter analogos com utilidade clinica. Estes analogos podem ser obtidos
através da semissintese, modificando a estrutura quimica original do &cido carnosico.

Na literatura cientifica, ja é possivel encontrar alguns derivados semissintéticos do acido
carndsico, 0s quais apresentam alterac6es estruturais ao nivel dos grupos hidroxilos presentes
em Ci1 e Cyz2 e do &cido carboxilico em Cao, dando origem a derivados com éteres, ésteres,
aminas e lactonas. Alguns destes derivados demonstram ter atividades neuroprotetoras,
citotoxicas, gastroprotetoras, antiproliferativas e antifungicas iguais ou até mesmo superiores
as do acido carndsico (Esquema 1-3). (Aoyagi et al., 2006; Bueno et al., 2015; Li et al., 2018;
Liang et al., 2018; Pertino et al., 2010, 2015; Theoduloz et al., 2011; Theoduloz, Pertino e
Schmeda-Hirschmann, 2014)
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Esquema 1: Derivado do acido carndsico. Derivado 1 (Pertino et al., 2010)
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Esquema 2: Derivados do acido carnésico. Derivados 2- 4 (Li et al., 2018), derivados 5 e 6 (Pertino
et al., 2015) e derivado 7 (Aoyagi et al., 2006)
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Anidrido acético;
Piridina

0OCOOCH;

10
Esquema 3: Derivados do acido carnoésico. Derivado 8 (Liang et al., 2018) e derivado 9-11
(Theoduloz et al., 2011)

Apesar de existirem alguns derivados semissintéticos ja descritos, € possivel verificar
que o numero de derivados semissintéticos existentes é bastante baixo e que as modificacdes
estruturais ainda foram pouco exploradas sendo por isso uma molécula interessante como ponto

de partida para o desenvolvimento de novos farmacos.
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2. Objetivos

Os diterpenos possuem uma diversidade estrutural e um espetro de bioatividades
bastante grande, representando uma classe de compostos interessantes para o desenvolvimento
de novos farmacos.

O é&cido carnésico é um diterpeno natural do tipo abietano aromético, que apresenta
varias atividades bioldgicas relevantes para a pratica clinica, como por exemplo a atividade
antioxidante e anti-tumoral.

As modificacdes estruturais, através da introducdo de novos grupos quimicos, permite
melhorar as propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas dos compostos, sendo uma boa
estratégia a ser utilizada. A semissintese do acido carndsico ainda se encontra pouco explorada
existindo um nimero bastante limitado de derivados semissintéticos.

Baseado nestas afirmacdes, 0 objetivo principal deste trabalho consiste na preparacéo
de derivados semissintéticos do acido carnosico e posterior elucidacdo estrutural com vista a
obtencdo de compostos com atividade anti-tumoral.

Os derivados semissintéticos serdo preparados tendo em conta estratégias sintéeticas que
permitirdo converter os grupos hidroxilos em Ci1 e C12em ésteres, de realizar uma esterificagéo
intramolecular entre os grupos acido carboxilico em Cx e hidroxilo em Ci1, com posterior
conversdo do hidroxilo em Ci2 num éster.

A sua elucidacéo estrutural serd obtida através de técnicas de ressonancia magnética
nuclear de protdo (*H-RMN), de carbono 13 (**C-RMN) e de Dept-135.
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3. Sintese quimica e elucidacéo estrutural

3.1 Conceitos gerais

Para a obtencdo de novos derivados semissintéticos que melhorem a atividade bioldgica
é essencial entender todas as etapas envolvidas durante o trabalho experimental.

Existem trés passos experimentais importantes: a reacdo quimica, a purificacdo e a
analise estrutural (Fig. 17). Em suma, a reacdo quimica envolve um substrato inicial, neste caso
0 &cido carnosico, que combinado com o solvente e reagentes ideais, recorrendo ou ndo ao uso
de um catalisador, e em condig¢des controladas de temperatura e humidade, resulta por fim num
ou mais produtos derivados do original.

Depois da sintese, o crude do derivado passa por um processo de work-up, que consiste
no isolamento e purificagdo do produto principal, usando para tal varias técnicas, tais como
cromatografia em coluna (CC) ou a cromatografia em camada fina (CCF).

A CC consiste na utilizacdo de um adsorvente, do eluente e do derivado semissintético.
O adsorvente utilizado neste trabalho foi a silica Kieselgel 60 (230-400 mesh), enquanto que o
eluente foi preparado através de uma mistura de solventes de baixo custo. Tanto a escolha dos
solventes, como a sua propor¢cdo usada no eluente esta diretamente relacionada com a
polaridade do composto inicial.

A CCF ¢ outra técnica utilizada tanto no controlo da reacdo, como na separacao de
misturas reacionais apds uma reacdo quimica. A CCF baseia-se nos mesmos principios da CC.

Apos a purificacdo, a estrutura quimica do composto deve ser caracterizada, existindo
para tal varias técnicas de elucidacdo estrutural, de que é exemplo a ressonancia magnética
nuclear (RMN) de protdo (*H-RMN), de carbono 13 (**C-RMN) e de Dept-135.

O cloroférmio deuterado (CDClIs), serviu de padrédo interno para calibrar os espetros de
!H-RMN e ¥C-RMN, apresentando os sinais de referéncia & 7,26 ppm e & 77,00 ppm nos
espectros de *H-RMN e 3C-RMN, respetivamente. (Pavia, Lampman e Kriz, 2001)
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Figura 17: Diagrama esquematico da sintese quimica

O 4cido carnosico apresenta uma ampla atividade biologica, sendo por isso um
promissor Hit na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos.

Como se pode verificar pela figura 16, o &cido carndsico possui dois grupos hidroxilos

em posigdo orto-fendlica (C11 e Cy2), 0s quais sdo altamente reativos, e um acido carboxilo no
carbono 20.

OH

2

8

,’/
%,
%
1

Figura 16: Estrutura quimica do Acido Carndsico

As estratégias de semissintese permitem potenciar a atividade bioldgica dos compostos,
sendo que na literatura cientifica é possivel encontrar alguns derivados semissintéticos do acido
carndsico que confirmam este principio. Os derivados encontrados apresentam modificacfes
estruturais ao nivel dos grupos hidroxilos e/ou no grupo acido carboxilico, dando origem a

varios derivados como éteres, ésteres, aminas e lactonas. (Aoyagi et al., 2006; Li et al., 2018;
Pertino et al., 2010, 2015; Theoduloz et al., 2011)
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Na literatura cientifica é possivel observar que a modificagdo de grupos funcionais,
como por exemplo, a conversdo dos grupos hidroxilos e do acido carboxilico a ésteres permitiu
aumentar a atividade anti-tumoral de novos derivados semissintéticos de triterpendides.
(Gongalves (B) et al., 2016; Goncgalves et al., 2016; Valdeira et al., 2018) Tendo em
consideracdo estes estudos a introducdo de ésteres foi selecionada como estratégia para a
preparacdo de novos derivados do acido carndsico, uma vez que potencialmente pode melhorar

os perfis farmacocinéticos e farmacodindmicos deste composto.

3.2 Elucidacao estrutural do &cido carndsico

No espectro de *H-RMN do &cido carnésico (Fig. 18) é possivel observar um sinal
singleto a 6 6,57 ppm, que corresponde ao protdo aromatico Hi4. Tipicamente, o sinal do protéo
aromatico apresenta uma ressonancia por volta & [6,5 e 8,0] ppm, o que corrobora com o sinal
identificado para o0 His. (Pavia, Lampman e Kriz, 2001)

No espectro de *H-RMN do &cido carnésico, observa-se também dois dubletos a § 1,22
e 1,20 ppm correspondentes aos grupos metilo em C16 € C17 com uma constante de acoplamento
de 4,4 Hz. Adicionalmente, verifica-se a existéncia de dois singletos no espetro de *H-RMN a
6 1,01 e 0,99 ppm correspondentes aos metilos dos protdes Cis e Cio.

Os sinais correspondentes aos protdes do grupo hidroxilo e do grupo carboxilo nédo
foram passiveis de ser observados no espetro de *H-RMN. Tal situagdo pode ser devida ao facto
destes protdes serem acidicos e, geralmente ndo acoplarem com outros protdes vizinhos. Fatores
como o solvente usado, concentracdo, temperatura e pureza da amostra sdo determinantes para
0 seu aparecimento no espectro. Geralmente quando se usa um solvente deuterado, como o
CDCls, estes protdes encolhem ou desaparecem totalmente do espetro de H-RMN. (Pavia,

Lampman e Kriz, 2001)
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Figura 18: Espectro *H-RMN do 4cido carndsico

No espectro de **C-RMN (Fig. 19) consegue-se identificar vinte carbonos, o que esta
de acordo com o numero de carbonos presentes no esqueleto-base do acido carnésico. O sinal
a 6 183,05 ppm corresponde ao Czo do grupo carboxilo, enquanto que o0s seis sinais entre 6

119,53 ppm e 142,25 ppm correspondem aos atomos de carbono do anel aromatico.
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Figura 19: Espectro **C-RMN do acido carnésico

No espectro Dept-135 (Fig. 20) identificou-se a presenca de cinco carbonos CH> (sinais
negativos) e sete carbonos correspondentes aos CH e CHs (sinais positivos), como seria
expectavel para o &cido carndsico.

O espectro de Dept-135 permite distinguir os carbonos terciarios dos carbonos
quaternarios, sendo que desta forma é possivel identificar o sinal 6 119,39 ppm como sendo do

carbono aromatico C14, e posteriormente voltar a identifica-lo no espectro de *C-RMN.
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Figura 20: Espectro Dept-135 do &cido carndsico

3.3 Preparacéo e elucidacéo estrutural de derivados do acido carndsico

O objetivo deste trabalho é a obtencao de compostos semissintéticos do acido carndsico.
Para tal foram adotadas diferentes estratégias de semissintese como modificagcdes estruturais

nos grupos hidroxilos em C11 e C12 e no grupo carboxilo em Czo (Esquema 4).
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Composto 1

CH3CH,CH,0CO

CH4CH,CH,0CO.

Acido Carnosico

Composto 5 Composto 4 Composto 2

Composto 3

Esquema 4: Sintese dos derivados semissintéticos propostos

3.3.1 Derivados da esterificacdo

A esterificacdo é uma reacao que permite introduzir um grupo éster, e geralmente utiliza
anidridos, como por exemplo o anidrido acético ou o anidrido butirico, ou cloretos de acidos,
com por exemplo o cloreto de cinamoilo ou o cloreto de furoilo. (Bejblova-Volakova, VIk e
Prochazkova, 2010; Bejblova, Prochazkova e VIk, 2009; Gongalves (a) et al., 2016; Gongalves
(B) et al., 2016; Simion, Hashimoto e Mitoma, 2012; Valdeira et al., 2018)

Na literatura cientifica, os compostos da esterificacao sao geralmente obtidos através de
uma reacdo do substrato inicial com um anidrido ou cloretos de acidos na presenca de piridina
(uma base que funciona como solvente e catalisador) e/ou do catalisador 4-
demetilaminopiridina (DMAP) (Fig. 21). (Sartori et al., 2004; Zhu et al., 2001) Embora a
piridina seja um solvente barato existem alguns inconvenientes relativos a sua utiliza¢cdo como
o facto de ser demasiado toxico além de apresentar um odor desagradavel. Alguns estudos
demonstram bons rendimentos com o uso de outros solventes como é o caso de tetrahidrofurano
(THF). (Gongalves (a) et al., 2016; Goncalves (B) et al., 2016; Lugemwa, Shaikh e Hochstedt,
2013; Meng et al., 2009; Valdeira et al., 2018)
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De forma a tornar a reacdo mais eficiente pode-se utilizar o DMAP, um catalisador
nucleéfilico derivado da piridina, que é usado em varias reacfes de transferéncia de grupos,

especialmente em esterificagdes. (Dewick, 2006; Xu et al., 2005)
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Figura 21: Mecanismo simplificado da esterificacdo do grupo hidroxilo com anidrido acético e
DMAP. (Dewick, 2006; Xu et al., 2005)

3.3.1.1 Composto 1

O composto 1 foi obtido através de uma reacao de esterificacdo do acido carndsico com
o0 anidrido acético na presenca de THF e DMAP a temperatura ambiente, tendo sido obtido com
bom rendimento (Esquema 5). A sua estrutura quimica foi posteriormente caracterizada atraves
da técnica de RMN (*H; 13C; Dept-135).
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CA Composto 1

Esquema 5: Reagentes e condicdes: Anidrido Acético, DMAP, THF seco, & temperatura ambiente

No espetro de *H-RMN (Fig. 22) foi possivel confirmar a introducgéo dos grupos acetato
pela observagao de dois sinais singletos a 6 2,26 e 2,24 ppm, 0s quais correspondem aos protdes
dos metilos do grupo acetato. Estes sinais ndo sdo observaveis no espetro de *H-RMN do &cido
carnosico.

Adicionalmente, o protdo aromatico His aparece no espetro *H-RMN como um sinal
singleto a &6 6,95 ppm, tal como € observado no espetro do acido carnosico. Os sinais
correspondentes aos protdes do grupo isopropilmetilo nas posicdes Cie € C17 aparecem como
dois dubletos a 6 1,21 e 1,14 ppm e com constantes de acoplamento de 6,9 Hz. Os protdes dos
grupos metilos em Ci9 e Cy s80 observaveis como dois singletos a & 0,96 e 0,86 ppm.
Normalmente, os hidrogénios dos grupos metilos sdo os protdes que estdo mais protegidos,
sendo visiveis a campo alto. Este efeito é devido a sua proximidade com o nucleo, o qual
provoca um maior efeito de blindagem fazendo com que estes sintam menos o efeito do campo

magnético aplicado. (Pavia, Lampman e Kriz, 2001)
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Figura 22: Espetro *H-RMN do composto 1

No espetro de *C-RMN (Fig. 23) consegue-se identificar vinte e quatro carbonos, o que
estd de acordo com o nimero de carbonos presentes na estrutura do composto 1. A presenca
dos grupos acetatos pode ser confirmada pelos sinais a 6 168,80 e 168,34 ppm, 0s quais
correspondem aos carbonos carboxilicos dos grupos introduzidos. Além do referido, é possivel
observar um sinal a 4 179,61 ppm, correspondem ao Czo do grupo carboxilico e seis sinais entre

0 141,49 ppm e 125,36 ppm correspondentes aos atomos de carbono do anel aromatico.
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Figura 23: Espetro *C-RMN do composto 1

No espetro de RMN de Dept-135 (Fig. 24) do composto 1 foi possivel identificar a
presenca de cinco carbonos CH> (sinais negativos) e nove carbonos correspondentes aos CH e

CHjs (sinais positivos), como seria espectavel para este composto.
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Figura 24: Espetro Dept-135 do Composto 1

Tabela 2: Comparac&o do nimero de carbonos entre o Acido carndsico e o Composto 1

Acido Carndsico Composto 1
Carbonos primarios (CHz) 4 6
Carbonos secundarios 5 5
(CH2)
Carbonos terciarios (CH) 3 3
Carbonos quaternarios 8 10
N° total de carbonos 20 24

3.3.1.2 Composto 2

O composto 2 foi obtido através da reacdo de esterificacdo do &cido carndsico com
anidrido butirico em THF e DMAP, a temperatura ambiente, tendo sido obtido com bom
rendimento (Esquema 6). A sua estrutura quimica foi posteriormente caracterizada através da
técnica de RMN (*H; 3C; Dept-135).
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Esquema 6: Reagentes e condicdes: Anidrido Butirico, DMAP, THF seco, temperatura ambiente

A presenca do grupo dibutanoato foi confirmada no espetro de *H-RMN (Fig. 25) pela
observacao ndo s6 de dois sinais multipletos a & 1,73 e 2,47 ppm, correspondentes aos protdes
dos quatro metilenos dos grupos butanoatos, como também pela presenca de dois sinais

multipleto a 6 1,02 e 1,01 ppm, correspondente aos dois metilos do grupo butanoato.
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Figura 25: Espetro de *H-RMN do composto 2

No espetro de *C-RMN (Fig. 26) consegue-se identificar vinte e oito carbonos, que esta

de acordo com o numero de carbonos presentes na estrutura do composto 2. A presenca dos
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grupos butanoatos foi confirmada pelos dois sinais a 6 171,27 e 170,65 ppm, 0s quais

correspondem aos carbonos carbonilicos do grupo butanoato.
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Figura 26: Espetro *C-RMN do composto 2
No espetro de RMN de Dept-135 do composto 2 (Fig. 27) foi possivel identificar a

presenca de nove carbonos CH: (sinais negativos) e nove carbonos correspondentes aos CH e

CHjs (sinais positivos), como seria espectavel para o composto 2.
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Figura 27: Espetro Dept-135 do composto 2

Tabela 3: Comparac&o do nimero de carbonos entre o Acido carndsico e o Composto 2

Acido Carnésico Composto 2
Carbonos primarios (CHz) 4 6
Carbonos secundarios 5 9
(CH2)
Carbonos terciarios (CH) 3 3
Carbonos quaternarios 8 10
Ne total de carbonos 20 28

3.3.1.1 Composto 3

O composto 3 foi obtido através de uma reacao de esterificacdo do acido carndsico com
o cloreto de cinamoilo na presenca de tolueno seco e DMAP, a 60°C sob atmosfera de azoto
(Esquema 7). A sua estrutura quimica foi posteriormente caracterizada através da técnica de
RMN (*H; 13C; Dept-135).
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CA Composto 3

Esquema 7: Reagentes e condic¢@es: Cloreto de cinamoilo, DMAP, tolueno seco, 60°C, atmosfera de N

Nota: a numeracao dos carbonos dos grupos cinamoilo foi efetuada apenas para simplificar a atribui¢do dos sinais nos espectros
1H, 13C e Dept-135.

No espetro de *H-RMN do composto 3 (Fig. 28) é possivel confirmar a introdugdo dos
dois grupos cinamoilo pela observacao de dez sinais entre & [7,44 e 7,21] ppm, correspondentes
aos protdes dos anéis aromaticos e de quatro dubletos a 6 7,82; 6,55 e 6,48 com constantes de
acoplamento de 16,0 Hz correspondentes aos grupos metinos das fungbes cinamoilo
introduzidas.

Neste caso em particular é necessario relembrar que foi usado como padréo interno o
CDCl; para calibrar o espetro o qual apresenta um sinal a § 7,26 ppm no espectro de *H-RMN.
Este sinal foi observado entre os sinais dos protGes aromaticos dos grupos cinamoilos

introduzidos.
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Figura 28: Espetro de *H-RMN do composto 3

No espetro de 13C-RMN (Fig. 29 e 30) consegue-se identificar trinta e oito carbonos,
que esta de acordo com o numero de carbonos presentes na estrutura esperada para 0 composto
3. A presenca dos dois grupos aromaticos cinamoilo foi confirmado pela observacao de dezoito
novos sinais a campo baixo quando comparado com o espetro do &cido carndsico. Os sinais
observados entre & [128,96 e 128,42] ppm correspondem a oito carbonos (Czs, Cos, Ca2s, Cog,
Cas, Css, Ca7e Cag) dos anéis aromaticos do grupo cinamoilo.

O sinal observado a 6 184,12 ppm corresponde ao Cxo do grupo carboxilico, enquanto
que os sinaisa 6 179,70 e 164,33 ppm correspondem aos carbonos carboxilicos dos cinamoilos
(Ca1e Cao).
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Figura 29: Espetro **C-RMN do Composto 3
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Figura 30: Ampliacéo do espetro *C-RMN do composto 3
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No espetro de RMN de Dept-135 do composto 3 (Fig. 31 e 32) foi possivel identificar
a presenca de cinco carbonos CH: (sinais negativos) e vinte e um carbonos correspondentes aos
CH e CHjs (sinais positivos), como seria espectavel para este composto.

Como no espetro de Dept-135 ndo sdo observaveis os carbonos quaternarios, é possivel
identificar os carbonos terciarios do composto 3. Atraves do Dept-135, foi possivel observar os
dois sinais aromaticos dos grupos cinamoilo (C27 e Css) a 6 130,57 e 130,13 ppm e 0s sinais dos
grupos metinos (Cz2, C23, Ca1 e Cz2) do grupo cinamoilo a & 147,21; 146,99; 116,69 ¢ 116,58
ppm.

53.66

T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 31: Espetro Dept-135 do composto 3
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Figure 32: Aproximacao do espetro de Dept-135 a campo alto

Tabela 4: Comparac&o do nimero de carbonos entre o Acido carndsico e o Composto 3

Acido Carnésico Composto 3
Carbonos primarios (CHz) 4 4
Carbonos secundarios 5 5
(CH2)
Carbonos terciarios (CH) 3 17
Carbonos quaternarios 8 12
Ne° total de carbonos 20 38
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3.3.2 Derivados da lactonizagdo

Na literatura cientifica, as lactonas sdo descritas como sendo ésteres ciclicos, geralmente
formados por uma esterificacdo intramolecular entre o grupo hidroxilo e o grupo &cido
carboxilico ou um atomo halogenado presentes na mesma molécula. A distancia entre os grupos
hidroxilo e carboxilo da molécula d& origem a diferentes tipos lactonas, as quais podem ser
divididas consoante o nimero de membros presentes no seu anel. A formacdo das lactonas de
anel mais pequeno ocorre de forma mais esponténea que a formagéo das lactonas de anel macro.
As lactonas de anel pequeno podem ser subdivididas em a-lactonas (trés membros), 3-lactonas
(quatro membros), em y-lactonas (cinco membros) e 3-lactonas (seis membros). (Dewick, 2006;
Gawdzik, Kamizela e Szyszkowska, 2015; Shiina, 2007)

Tendo em consideragéo a literatura cientifica, a formagao das y-lactonas ser alcangadas
atraves de uma esterificagdo intramolecular entre um grupo hidroxilo e um acido carboxilico,
na presenca de N,N"-diciclohexilcarbodiimida (DCC) e DMAP em diclorometano seco. O DCC
€ um poderoso agente desidratante que remove o protdo do &cido carboxilico, produzindo um
intermediario, O-acilisoureia. Este intermediario reage com o0 DMAP dando origem a um éster,
que ap0Os uma reacdo intramolecular leva a formacgéo da lactona (Fig. 32). (Neises e Steglich,
1978; Siengalewicz, Mulzer e Rinner, 2014; Tsakos et al., 2014)

Q E H\N*‘—\C—NH
e N=—C—NH o = o
OH HO HO
SCad O\ — i
o o)
o
L
\T A

H

O-acilisoureia

] OH ~y ?I ; : \*3 oH
o HN—C—NH AR ';
B e —
+ | ~ + 1 VY
N/

Figure 33: Esquema simplificado da reacdo de esterificagdo intermolecular entre o acido carboxilo e
0 grupo hidroxilo usando DCC e DMAP. (Neises e Steglich, 1978; Siengalewicz, Mulzer e Rinner,
2014; Tsakos et al., 2014)
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3.3.2.1 Composto 4

O composto 4 foi sintetizado através de uma esterificacdo intermolecular do &cido
carnosico na presenca de DCC, DMAP em CHCl2 seco a temperatura ambiente (Esquema 8).
A sua estrutura quimica foi posteriormente caracterizada através da técnica de RMN (*H; 13C;
Dept-135).

Composto 4

Esquema 8: Reagentes e Condi¢bes: DCC, DMAP em CH,Cl; seco, a temperatura ambiente

No espetro de *H-RMN do composto 4 (Fig. 33) foi possivel observar um sinal singleto
a & 6,65 ppm, correspondente ao protdo aromatico His, ¢ um sinal singleto a & 4,74 ppm
correspondente ao protdo do grupo hidroxilo ligado ao Cio. Os sinais dos protdes ligados aos
Ci6 € C17 aparecem como dois dubletos a & 1,25 e 1,22 ppm e apresentam constantes de
acoplamento de 6,9 Hz. Os protdes dos grupos metilos em Cis € C19 580 observaveis como dois

singletos a ¢ 1,15 e 1,08 ppm.
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Figura 34: Espetro *H-RMN do composto 4

No espetro de 3 C-RMN do composto 4 (Fig. 34) consegue-se identificar vinte carbonos,
que esta de acordo com o nimero de carbonos presentes na estrutura do composto 4. A presenca
do grupo lactona pode ser confirmada pela observacdo do sinal do carbono carbonilico a &
178,39 ppm, que é um valor mais baixo comparativamente ao observado para o carbono

carbonilico do acido carboxilo do substrato de partida (6 179,81 ppm).
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Figura 35: Espetro **C-RMN do composto 4
No espetro de RMN do Dept-135 do composto 4 (Fig. 35) foi possivel identificar a

presenca de cinco carbonos CH> (sinais negativos) e sete carbonos correspondentes aos CH e

CHjs (sinais positivos), como seria espectavel para este composto.
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Figura 36: Espetro Dept-135 do composto 4

Tabela 5: Comparagao dos nimeros de carbonos entre o Acido carnésico e o Composto 4

Acido carndsico Composto 4
Carbonos primarios (CHz) 4 4
Carbonos secundarios 5 5
(CH2)
Carbonos terciarios (CH) 3 3
Carbonos quaternarios 8 8
Ne total de carbonos 20 20

3.3.2.2 Composto 5

O composto 5 foi obtido através de uma reacdo de esterificacdo a partir do composto 4
com o cloreto de furoilo na presenca de tolueno seco e DMAP, a 60°C sob atmosfera de azoto
(Esquema 9). A sua estrutura quimica foi posteriormente caracterizada através da técnica de
RMN (H; 13C; Dept-135).
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Esquema 9: Reagentes e condi¢des: Cloreto de furoilo, DMAP, tolueno seco, 60°C, atmosfera N

No espetro de *H-RMN (Fig. 36) foi possivel confirmar a introdugdo do grupo furoilo
através da presenca de trés novos sinais a campo baixo. Os sinais dos protdes metinos do grupo
furoilo nas posicdes Czs e Cz3 sdo observados como dois dubletos a 6 7,69 e 7,40 ppm,
apresentando as respectivas constantes de acoplamento na ordem dos 0,7 e 3,4 Hz. Por outro

lado, o sinal do protdo em C,4 do grupo furoilo aparece como um multipleto a & 6,60 ppm.
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Figura 37: Espetro *H-RMN do composto 5
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No espetro de *C-RMN (Fig. 37) consegue-se identificar vinte e cinco carbonos, o que
estd de acordo com o numero de carbonos presentes na estrutura do composto 5. A presenga do
grupo furoilo foi confirmada pela observacdo de um sinal a & 155,94 ppm, que corresponde ao

carbono carbonilico do furoilo.

177.64

—56.60

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120f 210 )100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

Figura 38: Espetro **C-RMN do composto 5

No espetro de RMN do Dept-135 do composto 5 (Fig. 38) foi possivel identificar a
presenca de cinco carbonos CH> (sinais negativos) e dez carbonos correspondentes aos CH e
CHjs (sinais positivos), como espectavel para este composto.

Uma vez que no espetro do Dept-135 os carbonos quaternarios nao aparecem,
comparando os espectros de 3C-RMN e Dept-135 é possivel identificar os sinais a § 147,36 e

112,22 ppm como sendo os carbonos dos dois metinos do grupo furoilo.
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Figura 39: Espetro Dept-135 do composto 5
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Tabela 6: Comparacéo dos numeros de carbonos entre 0 Composto 4 e o0 Composto 5

Composto 4 Composto 5
Carbonos primarios (CHz) 4 4
Carbonos secundarios 5 5
(CH2)
Carbonos terciarios (CH) 3 6
Carbonos quaternarios 8 10
Ne° total de carbonos 20 25
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4. Conclusao

Este trabalho tinha como principal objetivo a preparagdo de novos derivados
semissintéticos do &cido carndsico e posterior elucidacdo estrutural através de técnicas de RMN
(*H, 13C e Dept-135).

A estratégia definida para este trabalho experimental envolveu a modificagdo estrutural
do anel C através de diferentes reagdes de esterificacdo dos grupos hidroxilos nas posicoes Ci1
e C12, uma esterificacdo intramolecular entre o grupo carboxilo em Cz € 0 grupo hidroxilo em
Cu11. Posteriormente realizou-se a esterificagdo do grupo hidroxilo em C12 de um dos derivados.

Ao longo do trabalho experimental optou-se por metodologias eficazes e econdmicas
que permitissem obter os produtos finais apds purificacdo com bons rendimentos.

A técnica de RMN aplicada a caracterizagdo dos derivados do acido carndsico revelou
ser uma importante ferramenta de caracterizacdo estrutural, uma vez que através da analise da
natureza de cada sinal e por comparacdo dos desvios quimicos com o substrato inicial e
compostos semelhantes, podemos determinar os tipos de alteracdo funcionais efetuadas.

Apos andlise do trabalho realizado é possivel concluir que a estratégia adotada foi bem
sucedida, tendo contribuido para aprofundar o conhecimento relativo a reatividade quimica e
estabilidade dos novos derivados do &cido carnosico.

Numa perspetiva futura, os derivados apresentados nesta tese de mestrado poderéo ser
sujeitos a ensaios in vitro para determinar a sua atividade biolégica ou tornarem-se um ponto
de partida para o desenvolvimento de novos derivados semissintéticos, que permitam

potencializar as atividades do &cido carnosico e estabelecer a relacdo estrutura-atividade.
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5. Parte experimental

5.1 Equipamento laboratorial

Os espectros de RMN (*H, 13C e Dept-135) foram obtidos a partir do espectrometro

Bruker Avance 111 400 MHz (*H-RMN) e 100 MHz (**C-RMN).
Os desvios quimicos (8) foram medidos em partes por milhdes (ppm). O cloroférmio deuterado
(CDCls) foi usado como padréo interno, apresentando os sinais de referéncia & 7,26 e 6 77,00
ppm nos espectros de 'H-RMN e *C-RMN, respetivamente. As constantes de acoplamento (J)
séo expressas em Hertz (Hz).

Para analise das reagdes quimicas usou-se cromatografia de camada fina (CCF), em
placas de silica kieselgel 60 F2s54 (Merck) em suporte de aluminio revestido com o indicador de
fluorescéncia F2s4 (para detecdo de absorgéo ultra violeta).

A separacdo e purificacdo dos compostos foi realizada usando as técnicas CCF
preparativa, em placas com silica gel 60HFzs4/silica gel 60G kieselgel (Merck) e CC, usando
silica kieselgel 60 (230-400 mesh, Merck).

5.2 Solventes e reagentes

O é&cido carnosico, 4-dimetilaminopiridina (DMAP), anidrido acético ((CHzCO).0),
anidridro butirico ((CH3sCH2CO)20), cloreto de cinamoilo (CeHsCH=CHCOCI), cloreto de
furoilo (CsHs3ClO2) e N,N’-Diciclohexilcarbodiimida (DCC), foram adquiridos a Sigma
Aldrich Co. O tetrahidrofurano (THF), diclorometano e tolueno foram adquiridos a Merck Co.
Os solventes usados no work-up foram adquiridos a VWR Portugal e apresentavam qualidade
analitica. Os reagentes usados para as solu¢bes aquosas de bicarbonato de s6dio (NaHCOs,
10%) e o cloreto de sodio (NaCl, 10%) foram obtidos sob a forma comercial e produzidos no
laboratdrio como solucdes de lavagens para o work-up. Todos os solventes usados nas reacdes

foram previamente destilados e secos de acordo com a literatura. (Armarego e Chai, 2003)
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5.3 Procedimentos experimentais

5.3.1 Composto 1

Figura 40: Estrutura quimica do composto 1

O composto 1 foi preparado de acordo com a literatura (Gongalves (a) et al., 2016;
Gongcalves (B) et al., 2016).

A uma mistura de acido carnosico (AC) (150 mg; 0,45 mmol) em THF seco (3,5 ml),
sob agitacdo e a temperatura ambiente, foi adicionado anidrido acético (0,24 ml; 2,52 mmol) e
DMAP (15% da massa do AC). Apos 23h 30min, evaporou-se 0 THF sob pressao reduzida. O
residuo obtido foi re-dispersado em agua destilada (15 ml) e extraido com acetato de etilo (3 x
30 ml). A fase organica resultante foi lavada com uma solucdo aquosa de HCI 5% (40 ml), uma
solucéo aquosa de NaHCOz a 10% (40 ml), agua destilada (2 x 40 ml) e uma solucdo aquosa
de NaCl a 10% (40 ml). Apds secar sob Na.SO4 anidro, a fase organica foi filtrada e evaporada
sob pressdo reduzida até obtencdo de um produto sélido branco (182 mg; 97%).

!H-RMN (400 MHz, CDCl): § 6,95 (s, 1H, His); 2,26 (s, 3H, CH3CO); 2,24 (s, 3H,
CH3CO); 1,21 (d, J=6,9 Hz, 3H); 1,14 (d, J=6,9); 0,96 (s, 3H); 0,86 (s, 3H) ppm. 3C-RMN
(100 MHz, CDCls): 6 179,61 (COOH); 168,80 (COCHs3); 168,34 (COCHz3); 141,49; 140,08;
138,82; 136,94; 132,09; 125,36 (C14); 53,91; 47,70; 41,21; 34,66; 34,17; 32,62; 32,05; 27,52;
23,12; 22,66; 20,68; 20,56; 20,20; 19,96; 18,26 ppm.
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5.3.2 Composto 2
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Figura 41: Estrutura quimica do composto 2

O composto 2 foi preparado de acordo com a literatura (Gongalves (a) et al., 2016;
Gongcalves (B) et al., 2016).

A uma mistura de acido carnosico (AC) (250 mg; 0,75 mmol) em THF seco (14 ml),
sob agitacao e a temperatura ambiente, foi adicionado anidrido butirico (0,50 ml; 3,15 mmol) e
DMAP (15% da massa do AC). Apos 4h 20min, evaporou-se 0 THF sob pressao reduzida. O
residuo obtido foi re-dispersado em agua destilada (50 ml) e extraido com acetato de etilo (3 x
125 ml). A fase organica resultante foi lavada com solucdo aquosa de HCI 5% (150 ml), uma
solucéo aquosa de NaHCOz a 10% aquoso (150 ml), agua destilada (2 x 150 ml) e uma solugao
aquosa de NaCl a 10% aquoso (150 ml). Apos secar sob NaxSO4 anidro, a fase organica foi
filtrada e evaporada sob pressdo reduzida até obtencdo de um crude amarelo. O crude foi
purificado atraves de uma CCF preparativa (éter de petréleo: acetato de etilo 3:1) com obtencéo
de um produto sélido branco. (250 mg; 71%).

'H-RMN (400 MHz, CDCls): 6 6,93 (s, 1H, H14); 2,47 (m, 2H, OCOCH,CH>CH3); 1,73
(m, 2H, OCOCH,CH>CH3); 1,20 (d, J=6,9 Hz, 3H); 1,13 (d, J=6,9 Hz, 3H); 1,02 (m, 1H,
OCOCH,CH2CHj3); 1,01 (m, 1H, OCOCH,CH,CHa); 0,95 (s, 3H); 0,86 (s, 3H) ppm. *C-RMN
(100 MHz, CDCl): & 178,99 (COOH); 171,27 (OCOCH,CH.CHs); 170,65
(OCOCH,CH2CHa); 141,65; 140,06; 138,80; 136,78; 132,01; 125,14 (Cu4); 53,77; 47,65;
41,23; 36,06; 35,92; 34,58; 34,18; 32,61; 31,98; 27,44; 23,10; 22,90; 20,35; 19,96; 18,54;
18,27; 18,15; 14,00; 13,90 ppm.
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5.3.3 Composto 3

Figura 42: Estrutura quimica do composto 3

O composto 3 foi preparado de acordo com a literatura (Gongalves (a) et al., 2016;
Gongcalves (B) et al., 2016).

A uma mistura de &cido carnésico (AC) (150 mg; 0,45 mmol) em tolueno seco (13 ml),
sob agitacédo e a temperatura de 60 °C, foi adicionado cloreto de cinamoilo (226,578 mg; 1,36
mmol) e DMAP (166,151 mg; 1,36 mmol) colocando a mistura sob atmosfera de azoto. Apos
45min, evaporou-se o tolueno sob presséo reduzida. O residuo obtido foi re-dispersado em agua
destilada (40 ml) e extraido com acetato de etilo (3 x 80 ml). A fase organica resultante foi
lavada com agua destilada (3 x 120 ml) e uma solucéo aquosa de NaCl a 10% (120 ml). Apos
secar com Na.SO4 anidro, a fase organica foi filtrada e evaporada sob pressdo reduzida até
obtencdo de crude amarelo. O crude foi purificado através de uma CCF preparativa (éter de
petréleo: acetato de etilo 3:1) com obtencéo de um produto solido branco amarelado. (102 mg;
38%).

!H-RMN (400 MHz, CDCls): & 7,82 (d, J=16,0 Hz, 2H); 7,44; 7,42; 7,33; 7,31, 7,30;
7,28,7,27,7,25;7,23; 7,21, 7,06 (s, 1H, Hi4); 6,55 (d, J=16,0 Hz, 1H); 6,48 (d, J=16,0 Hz, 1H);
1,22 (d, J = 5,2 Hz); 1,20 (d, J = 5,2 Hz, 3H); 0,96 (s, 3H); 0,84 (s, 3H) ppm. 3C-RMN (100
MHz, CDCls): 6 184,12 (COOH); 179,70 (COOR); 164,33 (COOR); 148,38; 147,30; 147,13;
141,96; 140,35; 139,15; 136,92; 134,62; 134,19; 133,71; 132,32; 130,71; 130,27; 128,96;
128,68; 128,52; 128,42; 125,12 (C14); 116,83; 116,72; 47,73; 34,64; 34,17; 32,58; 32,13; 27,66;
23,09; 23,01; 20,25; 20,03; 18,35 ppm.
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5.3.4 Composto 4
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Figura 43: Estrutura quimica do composto 4

O composto 4 foi preparado de acordo com a literatura (Pertino et al., 2010).

A uma mistura do &cido carnosico (AC) (1000 mg; 3,01 mmol) em diclorometano (20 ml), sob
agitacdo e a temperatura ambiente, foi adicionado DCC (1024 mg, 4,96 mmol) e DMAP (10%
da massa de AC). Apos 5h 15min, evaporou-se o diclorometano sob pressao reduzida. O residuo
obtido foi re-dispersado em agua destilada (50 ml) e extraido com acetato de etilo (3 x 100 ml).
A fase organica resultante foi lavada com uma solugéo aquosa de HCI 5% (2 x 150 ml), agua
destilada (2 x 150 ml) e uma solucéo aquosa de NaCl a 10% (150 ml). Apds secar sob Na>SO4
anidro, a fase organica foi filtrada e evaporada sob presséo reduzida até obtencdo de um produto
solido amarelo (182 mg; 97%). O crude foi purificado usando uma CC (éter de petroleo: acetato
de etilo 60:1) com obtengdo de um produto solido amarelo claro (632 mg, 67%).

'H-RMN (400 MHz, CDCls): § 6,65 (s, 1H, Hi4); 4,74 (s, 1H, OH); 1,25 (d, J=6,9 Hz,
3H); 1,22 (d, J=6,9 Hz, 3H); 1,15 (s, 3H); 1,08 (s, 3H) ppm. 3C-RMN (100 MHz, CDCls): §
178,39 (COOR); 139,87; 136,42; 135,38; 131,64; 130,02; 120,35 (C14); 56,64; 50,15; 41,86;
38,60; 32,93; 32,64; 31,86; 27,38; 24,37; 23,24, 22,46; 22,37; 18,36 ppm.
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5.3.5 Composto 5
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Figura 44: Estrutura quimica do composto 5

O composto 5 foi preparado de acordo com a literatura (Valdeira et al., 2018).

A uma mistura do composto 4 (190 mg; 0,61 mmol) em tolueno seco (13 ml), sob
agitacdo e a temperatura de 60 °C, foi adicionado cloreto de furoilo (0,18 ml; 1,84 mmol) e
DMAP (224,79 mg; 1,84 mmol), colocando a mistura sob atmosfera de azoto. Apds 40min,
evaporou-se 0 tolueno sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi re-dispersado em agua
destilada (40 ml) e extraido com acetato de etilo (3 x 80 ml). A fase organica resultante foi
lavada com agua destilada (3 x 120 ml) e uma solucdo aquosa de NaCl a 10% (120 ml). Apds
secar com Na>SO4 anidro, a fase organica foi filtrada e evaporada sob pressdo reduzida até
obtencdo de um produto sélido branco (243,8 mg; 98%).

!H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 7,69 (d, J=0,7 Hz, 1H); 7,40 (d, J=3,4 Hz, 1H); 6,77 (H-
14); 6,60 (1H, H24); 1,26 (d, J=6,9 Hz, 3H); 1,19 (d, J=6,9 Hz, 3H); 1,16 (s, 3H); 1,09 (s, 3H)
ppm. BC-RMN (100MHz, CDCl3) & 177,64 (COOH, Cz); 155,94 (COOR, Cz1); 147,50;
144,97, 143,62; 141,28; 137,62; 133,80; 130,73; 128,98; 120,18; 119,96; 112,36, 56,60; 49,74;
41,69; 38,81; 33,01; 31,98; 28,04; 24,09; 23,65; 22,78; 22,32; 18,32 ppm.
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