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AO
AP

ATF3

AU

BID

CHOP

COSY

dd

DEPT

DMAP

DMAPP

DR

EGK

ERK

FGF

FLIP

Acido desoxiribonucléico

Acido tibonucléico

Acido maslinico

Acido oleanélico

Proteina ativadora (do ingles Actzvating protein)

Fator de transcrigao ativante 3 (do inglés activating

transcription factor)

Acido ursélico

Agonista associado a morte do dominio interactuante com a BH;
(do inglés BH3 interacting-domain death agonisi)

Proteina homoéloga da C/EBP (do inglés C/EBP honmologons pro-

tein)

Espectroscopia correlacional (do inglés Correlated spectroscopy)
Dupleto

Duplo dupleto

Transferéncia de polarizagao por refor¢o sem distor¢ao (do inglés Dis-

tortionless Enbnancement by Polarization Transfer)
Dimetilaminopiridina

Dimetilalil pirofosfato

Recetores da morte (do inglés death receptors)

Cinase do recetor de fator de crescimento epidermal (do inglés

epidermal growth factor kinase)

Cinase regulada pelo sinal extracelular (do inglés extracellular
signal-regulated kinases)

Fator de crescimento do fibroblasto (do inglés fibroblast
growth factor)

Proteina inibidora da enzima semelhante a dominio da morte associada
ao Fas de conversdo da interleucina 1 (do inglés Fas-associated death do-
main-like interlenkin-1-converting engyme-like inhibitory protein)
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JAK

JNK

KEAP1

MAPK

m-CPBA

MEKK1

mFasL
MMP

mTOR

NF-AT

NF-kB
NIK

NOESY

Farnesil pirofosfato (do inglés farnesy! pyrophosphate)
Geranilgeranil pirofosfato (do inglés geranylgerany! pyrophosphate)
Geranil pirofosfato (do inglés geranyl pyrophosphate)

Proteinas de choque térmico (do inglés heat shock proteins)

Inibidor de proteinas apoptoticas (do inglés znbibitor of apoptotic proteins)
Molécula de adesao intercelular (do inglés zntercellular adbesion molecule)

Cinase da IkBo (do inglés IKBa kinase)
Interleucina

Sintase indutivel do 6xido nitrico (do inglés inductible nitric oxide synthase)

Isopentenil pirofosfato (do inglés isapentenyl pyrophosphate)

Fator regulatorio do interferdo (do inglés znterferon regulatory factor)

Cinase ativada pelo Janus (do inglés janus-activated kinase)
Cinase do N-terminal c-Jun (do inglés ¢-JUN N-terminal kinases)

Proteina associada a ECH semelhante a kelch (do inglés Kelh-like ECH-
associated protein)

Multipleto

Proteina cinase ativada por mitogénios (do inglés mytogen-activated protein
kinases)

Acido meta-cloroperbenzéico (do inglés meta-chioraperbenzoic - acid)

Grupo metilo

Cinase da protefna cinase ativada por mitogénios (do inglés MAPK

kinase)
Ligando Fas ligado a membrana (do inglés membrane Fas ligand)
Metaloproteinases da matriz (do inglés matrix metalloproteins)

Alvo da rapamicina nos mamiferos (do inglés mammalian target of
rapanzycin)

Fator nuclear de células T ativadas (do inglés nuclear factor of activated
T cells)
Fator nuclear kB (do inglés Nuclear factor kappa-B)

Cinase indutora do NF-kB (do inglés NF-£B inducing kinase)

Espectroscopia de efeito Overhausen nuclear (do inglés Nuclear Over
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ORTEP

OSC
PARP
PG
PI3K
PKC

PKR

PMA

QSAR

RANKL
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SF
sFasLL

SMAC

Stc

STAT3
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hausen effect spectroscopy)

Diagrama térmico elipsoidal de Oak Ridge (do inglés Oak Ridge Thermi-
cal ellipsoidal plot)

Oxidoesqualeno ciclase (do inglés oxidosqualene cyclase)

Polimerase de poli-(ADP-ribose) (do inglés Poly-(ADP-ribose) polymerase)
Prostaglandina

Fosfatidilinositol-3-cinase (do inglés phosphatidylinositol-3-kinase)
Proteina cinase C (do inglés protein kinase C)

Cinase da proteina dependente do RNA de dupla cadeia (do inglés
protein kinase-RINA dependent)

13-acetato de 12-miristato de forbol (do inglés phorbol 12-myristate
13acetate)

Relacio estrutura-atividade quantitativa (do inglés guantitative structure-
-activity relationship)
Recetor de androgénios

Ativador do recetor do ligando NF-kB (do inglés receptor activator of NF-
-kB ligand)

Ressonancia magnética nuclear
Selectfluotr®
Ligando Fas soluvel (do inglés soluble Fas ligand)

Segundo ativador de caspases derivado de mitocondrias (do inglés

second mitochondria-derived activator of caspases)

Cinase de proto-oncogenes tirosina-proteina (do inglés proto-

oncogene tyrosine-protein kinase Sre)

Transdutor de sinal e ativador da transcri¢ao 3 (do inglés signal tranducers

and activators of transcription)
Tripleto
Temperatura ambiente

Cinase ativada pelo TGF-8 (do inglés #ransforming growth factor beta-activated
kinase)

Fator de crescimento transtormante (do inglés transforning growth factor)

iX



TIMP

TLC

TNF

TNFR

TRADD
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VEGF
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Tecido inibidor de metaloproteinases (do inglés Zssue inbibitors of metallopro-
teinases)

Cromatografia de camada fina (do inglés #hin layer chromatography)
Fator necrético tumoral (do inglés zumoral necrotic factor)
Recetor do fator necrético tumoral (do inglés zumoral necrotic factor receptor)

Dominio de morte associado ao TNFR (do inglés zumor necrosis factor

receptor-associated death domain)
Fator associado ao TNFR (do inglés TNFR-associated factor)

Ligando indutor da apoptose relacionado com o TNF (do inglés TINF-
related apoptosis-inducing ligand)
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Fator de crescimento vascular endotelial (do inglés vascular endothelial
growth factor)

Recetor do VEGF (do inglés vascular endothelial growth factor receptor)
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Com cerca de 14,1 milhdes de novos casos diagnosticados em todo o mundo, em 2012, e
com uma mortalidade estimada em cerca de 8,2 milhdes de pessoas, também em todo o mun-

do e em 2012 (World cancer report, 2014), o cancro ¢ uma das patologias mais preocupantes

do século 21, tendo sido nesse ano responsavel por 14,1% das mortes humanas. Estes dados
indicam que ndo s6 que esta patologia é responsavel por uma grande percentagem da mortali-
dade humana como também mostram que a situagao esta longe de estar controlada. Desta
feita, a investigacdo de novas moléculas capazes de prevenir e/ou tratar esta doenca torna-se

de extrema importancia.

Neste ambito, os compostos de origem natural tém tido um papel importante, embora por
varios fatores terem saido um pouco de foco como pontos de partida para o desenvolvimento
de novos farmacos. Ainda assim, em 2007, mais de 30 compostos de origem natural estavam
em diversas fases de desenvolvimento clinico para o tratamento de diversos tipos de cancro.
Neste campo, os triterpendides tém sido bastante estudados para a sua aplicagao em varios
alvos envolvidos no desenvolvimento do cancro, e em particular as 12-fluorolactonas de com-
postos triterpendides tém nos ultimos anos surgido como compostos promissores, cOmo evi-
denciado em varios trabalhos na literatura. Para a classe de compostos da série ursano, é evi-
denciado um processo de sintese seletivo para $-fluorolactonas embora existam evidéncias de

que os compostos a-fluorolactonas possuam uma atividade bioldgica igualmente interessante.

Sabendo isto, resolveu estudar-se uma via de sintese de fluorolactonas da série oleanano,
com vista a obter resultados que pudessem permitir aplicar esse processo a compostos da
mesma série e em séries semelhantes, tendo-se tentado optimizar uma via de sintese para o
acido oleandlico e a0 mesmo tempo sintetizar o acido maslinico, composto da série oleanano
comercialmente caro, por uma via sintética simples e descrita em artigos recentes, sendo que
neste ultimo pretendia obter-se derivados fluorados e nao fluorados, sendo que no caso dos
fluorados servird entdo como uma referéncia na aplica¢ao da via de sintese de fluorolactonas

optimizadas em compostos de classes semelhantes ao acido oleandlico.
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Having around 14,1 million new cases diagnosed around the world, in 2012, and with a

mortality rate of around 8,2 million people worldwide, also in 2012 (World Cancer Report,

2014), cancer is one of the most worrying and studied disease of the 21" century, havind in
that year been responsible for 14,1% of all human deaths worldwide. This information tells us
that not only cancer is responsible for a big percentage of human deaths but also that this sit-
uation is far from being a controlled situation. For this, research made in search of new com-

pounds to prevent and/or treat this disease is of extreme relevance.

Having so, natural compounds have been important, although for many reasons they have
been losing their position as a starting point for the development of new drugs. Even so, in
2007, more than 30 natural compounds were in development stages for the treatment of vari-
ous types of cancer. In this field, triterpenoids have been well studied for their applications in
various types of targets that are known to promote the development of different types of can-
cer, and 12-flourolactones of triterpenoids, in particular, have been studied in the latest years
as promissing compounds, as evidenced in the literature. For the ursane-type, it appears in the
literature a new method for the selective synthesis of B-fluorinated compounds, althought
there’s also evidence that the a-fluorinated compounds also have an interesting biological ac-

tivity in the field of cancer.

For this matter, it was intended to study a method for the synthesis of fluorolactones in the
oleanane series, in order to obtain results that allowed us to apply the process in other com-
pounds from the oleanane series, as well as extrapolate to similar series of compounds; for
that, an optimization of the synthesis was tried for oleanolic acid and at the same time a sim-
ple and literature-guided synthetic pathway to obtain maslinic acid, a commercially expensive
oleanane series compound, was also tried, being the latter not only to obtain maslinic acid
non-fluorinated compounds but also fluorinated derivatives as they can be a good reference
for the study of the application of the synthetic method to obtain fluorolactones in com-

pounds from similar series.
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Nomenclatura

A nomenclatura utilizada nesta dissertagao de mestrado segue as regras gerais da nomencla-
tura IUPAC'. Recorri ao sistema de Hantzch-Widman' para a nomenclatura de anéis fundidos
para nomear os carbonos e hidrogénios das moléculas apresentadas, recorrendo para isso a sua

posi¢do na mesma.

Figura 1: Esquema da nomenclatura dos anéis fundidos

Segundo esta nomenclatura, os carbonos que surgem como substituintes sio numerados
por ordem da nomenclatura do anel fundido e dentro do mesmo anel por ordem numeral do

carbono.
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Introducao






Capitulo 1

1.1. Cancro: Breve contextualizacao

Com cerca de 14,1 milhdes de novos casos de cancro diagnosticados em todo o mundo em
2012, e com uma mortalidade estimada em cerca de 8,2 milhoes de pessoas, também em todo
o mundo e em 2012°) o cancro é uma das patologias mais preocupantes do século 21, tendo
sido nesse ano responsavel por 14,1% das mortes humanas” e passado a ser a 5° maior causa
de morte a nfvel mundial’. S6 devido ao cancro da mama, 521.900 mulheres perderam a vida
em 2012, sendo que 197.600 pertenciam a paises desenvolvidos e 324.300 pertenciam a paises
em vias de desenvolvimento, e estima-se que em 2016 hajam cerca de 249.260 novos casos de
cancro da mama e 40,890 de mortes relacionadas s6 nos Estados Unidos da América®.

De mecanismos ainda nido completamente conhecidos, esta patologia pode manifestar-se
de variadas formas e em variados 6rgaos, sendo a probabilidade de sucesso na terapéutica de-
pendente de varios fatores, como o estadio da doenga aquando do inicio do tratamento, do
tipo de tumor, de fatores genéticos e epigenéticos do paciente, etc, mas na generalidade dos
casos o prognéstico nio é de todo positivo’. Esta patologia normalmente surge como resulta-
do de uma série de mutagdes que inviabilizam a correta regulagao génica, resultando niao sé na
imortalizagdo da célula como também na incapacidade de regulagao do crescimento celular,
por inibicio dos genes reguladores da transcricio e/ou supressores tumorais e/ou pot expres-
sao de oncogenesz. E descrito na literatura que «os tipos e subtipos de cancro, bem como o
espectro de mutagdes promotoras do cancro, variam consideravelmente consoante as varias
populacbes mundiais como resultado de varia¢cGes ambientais como exposi¢oes quimicas, in-
fecgoes, dietas, entre outros, e da diversidade populacional dos genes que codificam moléculas

. s 2
que 1nteragem com fatores €X0genos» .

Existe ainda uma cada vez mais evidente contribui¢ao de alteracSes epigenéticas que levam
a uma desregulacdo genética sem alteracao da sequéncia génica, mas que ainda assim podem
culminar em alteragdes semelhantes as levadas a cabo por mutagdes”. Para além disso, tem-se
tornado cada vez mais evidente que a comunicacdo entre as células cancerigenas e as compo-
nentes celular e molecular que constituem o microambiente tumoral circundante tomam tam-
bém um papel importante na progressao da doenga; muitas estratégias estao hoje voltadas nao
s6 para as células tumorais como também para a modificacio de aspetos relacionados com
este microambiente, como seja a vascularizacdo, a inflamagio associada, entre outros”. A in-
vestigacao de novos compostos para esta patologia, que sejam cada vez mais eficazes e especi-
ficos e que minimizem os efeitos secundarios adjacentes sio um tema muito em voga nos dias

de hoje, dada a realidade desta doenca e a necessidade crescente de novas formas terapéuticas
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que se tém verificado ao longo dos anos. Neste ambito, tém surgido os triterpendides, que se

R . Ly 2
tém revelado promissores em varias areas do cancro”.

1.2. Biossintese dos triterpendides

Os triterpendides sio metabolitos de oligbmeros de pirofosfato de isopentenilo, estando
distribuidos pelo reino vegetal de uma forma mais ou menos generalizada, na forma de triter-
pendides livres, glicésidos de triterpendides, fitoesterdis e/ou dos seus precursores’. Represen-
tam um grupo vasto e diverso de compostos com diversas atividades em variadas patologias, e
que sdo caracterizados por serem derivados de uma molécula de esqualeno composta por 30
atomos de carbono, podem ser de cadeia aberta ou de cadeia fechada, derivando estes tltimos
da ciclizagao do esqualeno (processo que nos humanos é muito importante para a sintese de

colesterol)™

. Representam o maior grupo de compostos fitoquimicos, estimando--se que exis-
tam na natureza mais de 20.000 triterpendides diferentes’. Sao encontrados predominante-
mente em varias algas ou no revestimento seroso de varios frutos e ervas medicinais, sendo
exemplo as magas, figos, azevinho, alfazema, orégaos, entre outros™®’. Eles podem ainda ser
divididos em varios grupos: cucurbitanos, cicloartanos, damaranos, eufanos, friedelanos, ho-
lostanos, hopanos, isomalabaricanos, lanostanos, limonéides, lupanos, oleananos, protostanos,

esqualenos, tircalanos, ursanos e compostos variados, sendo que a grande maioria destes di-

. . L. . 5.7
zem respelto a trlterpen01des ClChCOSb’ .

Os triterpendides sao sintetizados a partir do IPP ou do seu isémero DMAPP (derivados
fosfatados do isopreno) que por intermédio de trés preniltransferases formam as cadeias linea-
res de pirofosfatos de prenilo GPP, FPP e GGPP, sendo que do farnesil se sintetiza, por
exemplo, o 4cido ursélico por via da accdo de enzimas ciclases’. O esqualeno é também deri-
vado por esta via, por ciclizagao do GGPP, dando posteriormente as varias classes de triterpe-
néides (interessando especialmente para esta discussio os pentaciclicos)’. A variedade de tri-
terpendides na natureza resulta da evolucao de uma larga superfamilia de terpeno sintases. Um
estudo da sequéncia de aminoacidos dos genes de terpeno sintases concluiu que todos siao
originarios de uma diterpeno sintase ancestral, e que a diversidade dos triterpendides se devia a
alteracdes estruturais nas suas enzimas cataliticas respetivas’. De facto, os terpenos e os seus
metabolitos sao encontrados em varios sistemas vegetais que dependem de varios factores
bidticos e nao bidticos ambientais, tendo fungodes fisiologicas, de desenvolvimento e de defesa,

que permitam a esses sistemas uma melhor adaptagao; este ultimo aspeto, o da defesa contra
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agentes bioldgicos e s#ress ambiental, tem sido visto como um indicativo do potencial terapéu-

tico desta familia de compostos”.
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1.3. Principais alvos moleculares

A descoberta de que a inflama¢do toma um papel importante na evolugao de varios tipos
de cancro, e que um em cada sete tumores malignos diagnosticados a nivel mundial resulta de
inflamacao crénica e infecao levou a que a inflamacdo fosse estudada no ambito do cancro,
sendo que as vias de inflamagao envolvidas bem como marcadores que influenciem a progres-
sao tumoral, ao longo destas vias, tomaram um papel importante no tratamento desta patolo-
gia'. Existem varios estudos e evidéncias®'® das varias linhas de agio biolégica que em que os
triterpendides podem atuar, em particular como agentes antitumorais™ """,

As terapias convencionais do cancro envolvem cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia,
consoante o tipo de cancro em questio. Actualmente, comega-se a pensar em terapias com
varios alvos, que atinjam a progressio tumoral e os processos envolvidos na sobrevivéncia
tumoral e metastase, sendo que se tem tornado cada vez mais claro que o cancro nio ¢ uma
doenga monogénica simples, mas sim um conjunto de fatores genéticos multigénicos de inte-
ragdo intra e intercelular, pelo que uma abordagem por varias perspetivas devera levar a uma
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melhor terapéutica™ .

NF-kB: Este ubiquo fator nuclear de transcri¢ao tem como fungao ligar-se a regiao promo-
tora da cadeia kB das imunoglobulinas nas células B’. No seu estado inativo, encontra-se no
citoplasma como heterotrimero constituido pelas p50, p65 e pela subunidade inibitoria TkBa,
sendo ativado por radicais livres, estimulos inflamatorios, citocinas, carcinogénios, promotores
tumorais, endotoxinas, radiagao y, luz ultravioleta e raios X°. Com a ativacdo, a proteina IkBa
¢ fosforilada pela IKK, ubiquitinada e degradada, perdendo a sua funcao inibitéria do comple-
xo0 e permitindo o desacoplamento da p50 e da p65, que sdao entdo translocadas para o nucleo
e se ligam a regido promotora de varios genes, permitindo a transcricao de mais de 400 ge-
nes™™. Tendo a IKK de ser ativada ela propria também, existe aqui um ponto passivel de ser
explorado como potencial terapéutico, que ao que se conhece podera ser a proteina cinase B
(Akt), a MEKK1, MEKK3, a TGF, a TAK1, a cinase ativadora do NF-kB, a cinase indutora
do NF-kB, a PKC e a PKR>”.

STATS3: Identificado inicialmente como um fator de ligagio ao ADN, que se liga seletiva-
mente a por¢ao sensivel a IL-6 do promotor, o STAT3 é um dos principais alvos moleculares

dos triterpendides’. A ativacio deste factor ¢ regulada pela fosforilagio da tirosina 705 por
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tirosinas cinase acopladas e niao acopladas a receptores, como sao exemplo a EGK, a Src, a
JAK e a ERK, levando a sua fosforilagao no citoplasma a sua dimerizagao, translocagao para o
nucleo e ligagao ao ADN, resultando isso na regulacdo de varios genes envolvidos na prolife-

ragio, diferenciagio e apoptose celular™>.

iINOS: Fazendo parte da familia das sintases do oxido nitrico, a iNOS, embora sintetize de
igual forma o 6xido nitrico a partir da L-arginina, nao é sensivel ao calcio; quando induzida
pelo IRF1 e pelo NF-kB, o promotor iNOS ¢ estimulado para a sintese de iNOS em ambiente
pré-inflamatério’. A iINOS pode ser estimulada a producio de éxido nitrico em larga escala
por citocinas pré-inflamatérias como IL-1, TNF-« e interferdo-y>?. Sendo este estimulo not-
malmente desencadeado em ambientes oxidativos, a producao de 6xido nitrico nestas condi-
¢oes possibilita a reagdo com o 130 superdxido, levando a formagdo de peroxinitrilo e conse-
quentemente a toxicidade celular, pelo que o papel na imunidade inata da iNOS ¢ ja bem acei-
te e fundamentado"”. Existem evidéncias de que os triterpenéides sio capazes de inibir a
INOS e desta forma contribuir para a diminui¢ao da inflamagdo, importante em patologias
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desencadeadas e/ou perpetuadas por processos inflamatérios cronicos™.

COX-2 e 5-LOX: Estas enzimas, cicloxigenase 2 e a 5-lipoxigenase, sio responsaveis pela

oxigena¢ao do acido araquidénico (no caso da 5-LOX, também 4acidos gordos essenciais) a
prostaglandina H2 e leucotrienos A4, respectivamente, que por sua vez estio envolvidos em
varios processos importantes na inflamacao, como a adesio e ativagao de leucécitos no endo-
télio, a migracdao de leucéticots, entre outros. Existem também aqui evidéncias de que os tri-
terpendides conseguem atuar na inflamacdo por inibicdo destas duas enzimas pro-

. , . 2
inflamatérias™®.
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Figura 4: Papéis das vias da inflamagao dependentes do NF-kB nas transformaces celulares
e nos processos de transformacao, sobrevivéncia, proliferacao, invasividade, angiogénese e
metastase celulares (adaptado de ref. 5)

1.4. Papel dos triterpendides no Cancro

Acao moduladora da inflamacao

Antes de falar de triterpendides no processo inflamatorio, seria talvez relevante definir um
ou dois pontos importantes acerca deste ultimo. Este processo, bem conhecido por todos
aquando de qualquer processo lesivo do nosso corpo, surge como resposta normal do sistema
imunitario a infecdes, irritagdes ou outras lesoes, e caracteriza-se por quatro principais aspetos:
vermelhiddo, aquecimento, inchaco e dor™**. Estimula uma resposta imunitaria ao local da
lesao ou infecdo e é ele proprio estimulado pela afluéncia sanguinea (aumentada) ao local e por
aumento da permeabilidade vascular, o que permite uma maior passagem de plasma e leucdei-
tos ao local lesado®*. Desta feita, este processo, chamado de inflamacdo aguda, nido deve ser
tomado como um alvo a extinguir nas diversas patologias, mas sim um alvo a modular, pois a
sua funcao na imunidade inata e reparacio tecidular ¢ de crucial importancia. Por outro lado, a
inflamacio crénica tem revelado, em estudos presentes na literatura’, ser promotor da pro-

gressao tumoral e que varios cancros aparentam surgir de locais de infecgao, irritagao crénica e
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inflamagdo, acabando esta por regular o microambiente circundante dos tumores de uma for-
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ma que lhes permite a proliferagao, sobrevivéncia e migragao™ .

A inflamagao promove o desenvolvimento tumoral por vias imunes e nao imunes. O NF-
kB é um fator de transcricio que regula a inflamagdo e a resposta imune inata e pode ser ati-
vado por citocinas, patogenes e fatores de stress, ou por citocinas pro-inflamatorias (TNFa,
LPS (Lipopolysaccharide)), que pela via do IKK, mantém o NF-kB ativado constitutivamente;
por esta ultima via, mais especificamente a via do IKK@, o NF-kB participa no aparecimento e

progressio de tumores induzidos por inflamagio™.

A par deste, temos fatores como o TNF e as IL-1, IL-6 e IL-8 a participar como elo de li-
gacio entre inflamacao e cancro. No caso do TNF, libertado maioritariamente pelos macrofa-
gos para regular células do sistema imunitario (e ndo s6) por promog¢ao da necrose de células
em crescimento e desenvolvimento anormais, tem provado que a sua desregulagao esta tam-
bém ligada ao aparecimento de neoplasias. Na via da IKK, o TNF parece ser capaz de a esti-

mular por ligacio a recetores membranares, o que por sua vez leva a ativagio do NF-kB**.

As interleucinas, pela sua fun¢ao na resposta inflamatoria, tendem a promover uma infla-
magao nao controlada quando se encontram desreguladas. A 1L-13 esta essencialmente desre-
gulada, e estd essencialmente ligada ao processo inflamatério contra infegdes, aumentando a
expressao de fatores de adesdo endotelial e dessa forma promoverem uma melhor infiltragao
de leucécitos nos locais de infecio’; a 11.-6 encontra-se mais relacionada com o processo in-
flamatorio associado a traumas e lesoes tecidulares, levando a sintese de PGE, , a mobiliza¢ao
de energia e a uma resposta a certos patogenes, pelos macréfagoss; por dltimo, temos a IL-8,
mais ligada a fungdes mitogénica, angiogénica e mutagénica, e portanto sendo um factor que
promove a progressao tumoral’. Portanto, podemos perceber que as células inflamatorias e os
seus fatores reguladores criam condi¢des que facilitam a angiogénese e que promovem o cres-
cimento, invasividade e metastase dos tumores, pois enquanto que niveis normais de iNOS e
de COX-2 desempenham fung¢oes cruciais na resposta fisiologica a lesdes tecidulares, niveis
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anormalmente elevados promovem a carcinogenicidade celular™.

Na generalidade dos tumores, encontram-se niveis elevados de PG, que se pensa causar
dano celular e carcinogénese por inibi¢ao da apoptose, estimulo da proliferacao celular e pro-
mocgdo da angiogénese e invasividade tumoral’. Isto vem corroborar a teoria de que o cancro
pode estar intimamente ligado a inflamagao, ja que as PG sio mediadores endégenos da in-
flamac¢ao formados a partir do acido araquidénico por intermédio da COX-1 constitutiva e da
COX-2 indutivél’. Neste ambito, os triterpenéides possuem vérios alvos moleculares. Sabe-se,

por exemplo, que os triterpenodides da familia dos cicloartanos retirados da Cimicifuga daburica
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suprimem a expressao de COX-2 e que isto implica que estes triterpendides possuam potenci-
al antitumoral e que exer¢am a sua citotoxicidade através da apoptose e da paragem do ciclo
celular em G2/M’. De facto, muitos triterpendides de origem botinica tomam um papel im-
portante na reduc¢ao da inflamagao, sendo exemplo a avicina, o acido asiatico, o acido betulini-
co, o acido bosuélico, a diosgenina, acido oleandlico e acido ursélico, sendo que muitos destes

tém como alvo o NF-kB, levando a sua subexpressio’.

Os triterpendides tendem a ter varias fungoes, sendo estas bastante dependentes da con-
centracao. Dependendo da dose administrada, os triterpendides podem apresentar atividades
anti-inflamatéria, citoprotetora, diferenciadora tumoral, antiproliferativa e apoptética’. A sua
atividade anticancerigena aparenta ser mediada, pelo menos parcialmente, pela sua capacidade
de bloquear o NF-kB induzido pelo TNF por inibi¢io da IKKB®. Os alvos moleculares dos
triterpendides sintéticos da classe dos oleananos incluem a IKK e também as vias envolvendo
a STAT, a IL-6, o TGF-8 e o KEAP1 (que inibe o fator de transcri¢ao Nrf2, que por sua vez
se encontra relacionado com a resposta ao stress oxidativo)’. A inibicdo de varios alvos por
parte dos triterpendides tem vindo a ser explicada pela existéncia de uma reagao de adi¢ao de
Michael reversivel na presenca de grupos nucleofilicos expostos (como grupos tiol de cistei-

nas) de varias protefnas de sinalizagio que sejam susceptiveis”.

As avicinas sao triterpendides pentaciclicos electrofilicos com potencial pré-apoptotico,
anti-inflamatério e antioxidante™. Mostraram induzir modificagdes pos-translacionais depen-
dentes de reagdes redox em residuos de cisteina para regular fungdes proteicas, promovendo
desta forma uma subexpressao tanto da atividade do STAT3 como da expressao de proteinas
pro-sobrevivencia celular reguladas pelo STAT3, contribuindo desta forma para a indugao da

5.5

apoptose 7 vitro””. Mostraram ser potentes inibidores do NF-kB induzido pelo TNF e que
conseguem atrasar a acumulacao da subunidade p65 do NF-kB, no nucleo; adicionalmente,
bloquearam a ligagio do NF-kB a0 ADN em ensaios 7 vitro de ligacio’. Ensaios com DTT
reverteram por completo a inibi¢io do NF-kB induzida pela avicina G, o que sugere que gru-
pos sulfidrilo importantes para a ligacio do NF-kB ao ADN estavam a ser afetados. Para além
disso, o tratamento com avicina G diminuiu a expressio de proteinas reguladas pelo NF-kB,
como a iNOS e a2 COX-2°. Outros estudos mostraram que aplicar um pré-tratamento celular
com triterpenoides durante 24 h reduzia significativamente a indugao do NF-kB mediada pelo
TNF-o.

A prismiterina, um triterpendide natural, promove respostas celulares que se assemelham

aos inibidores do proteassoma, tais como a rapida inducido das HSP, da ATF3 e da CHOP”.

Inibe também a ativa¢ao do NF-kB ao inibir a IKK-a ou IKK-B, enquanto que os inibidores
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do proteassoma suprimem o NF-kB por diminuirem a degradagiao de IxB ubiquitinado. Ao
inibir tanto a IKK como o proteassoma, a prismiterina suprime a ativagao do NF-kB constitu-

. 7 . 5,26
tivo nas células do mieloma™.

Os mielomas multiplos sao peculiarmente sensiveis ao proteassoma ou a inibi¢ao da via do
NF-kB, tendo a prismiterina mostrado ser potente e seletivamente letal as células do mieloma
primario e capaz de inibir tumores do plasmacitoma xendégrafos em murganhos. E também
conhecida como antifungico, antimicrobiano e anti-inflamatério, com efeito no sistema iNOS

em macréfagos 264.7 RAW LPS-ativados’.

O celastrol, um triterpendide natural de estrutura semelhante a da pristimerina, aparenta ter
potencial para uso no tratamento do cancro pela sua capacidade de indu¢ao de morte em célu-
las do melanoma, bem como de inibigio da sua proliferagio’. Foi capaz de aumentar os niveis
de proteinas ubiquitinadas, de reduzir os niveis de fosforilagao do IxB induzido pelo T-NF-u e
de bloquear a translocagdo para o nucleo, na ordem dos nanomolar, de NF-kB; contudo, os
mecanismos para estes efeitos diferem’. O celastrol inibe a fosforilagio induzida pelo LPS de
proteinas cinase ativadas por mitogénios/cinases 1 e 2 reguladas por sinalizacio extracelular
(MAPK/ERK1/2) e a capacidade de ligagio a0 ADN do NF-kB’. Outros estudos indicaram
que a ativagao das IKK induzidas pelo TNF requer a ativa¢ao da TAK1 e que o celastrol inibe
a ativacio do NF-kB induzida pelo TAK1’. Foi também capaz de inibir a inflamagao das vias
aéreas induzida pela ovalbumina, respostas exacerbadas e a remodelagao tecidular ao regular o
equilibrio das MMP2 e MMP9 e das TIMP1 e TIMP2, recorrendo a citocinas inflamatoria via
MAPK e NF-kB nas células inflamatérias’.

Acido oleandlico Acido ursélico

HO™"

HO O

Acido betulinico

Acido bosuélico
Exemplos de triterpendides estudados como antitumorais
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Os triterpenoides eritrodiol e acido madecassico sdo analogos estruturais e tém atividade

. . . . , 5 , . , .
antiproliferativa e anticancerigena’. Contudo, apenas o acido madecassico demonstrou tam-
bém a capacidade de inibicido do NF-kB estimulada pelo LPS com subsequente bloqueio da
translocacdo das p65 para o nucleo, sendo que tal se podera dever a presenca de um grupo

hidroxilo adicional em C,”.

A momordina, analogo do 4cido maslinico, nao contem nenhum grupo hidroxilo em C2
mas continua a demonstrar inibicdo do NF-kB na diferenciacido osteoclastica, o que podera
dever-se a sua acgdo sobre o c-Fos, um componente do factor de transcricio da AP-1 que
desempenha um papel fulcral na diferenciacio osteoclastica’. Inibiu também a ativacio do
NF-kB e da AP-1 em células RAW264.7 RANKI-induzidas, nas quais a momordina mostrou

ter como alvo a degradagio do IxB e a expressio do c-Fos, mas nio a via das MAPK.

Saicosaponinas sao saponinas triterpénicas derivadas da planta medicinal Bupleurum falca-
tum L. que demonstraram ter varias atividades imunomodulatérias e farmacoldgicas, das quais
se podem destacar as atividades anti-inflamatéria, antibacteriana e anticancerigena em varias
linhas celulares, sendo exemplo as Caco-2 e as A549°. Estudos demonstraram que estes com-
postos nao s6 suprimem a proliferacio de células T humanas coestimuladas com OKT3 e
CD28 mas também inibiu a ativacio 7 vitro de células T de rato PMA-PMA /ionomicina- e
concavalina A-induzidas’. Este efeito inibitério da ativacio de células T PMA-induzidas foi
associada a subexpressao da sinalizacao do NF-kB via supressao da atividade das IKK e das
Akt. Também conseguiram inibir tanto a ligagdo ao ADN como a transloca¢ao nuclear do
NF-AT e da AP-1 nas células T estimuladas com PMA /ionomicina®’. Para além destes resul-
tados, verificou-se que também alguns marcadores celulares de superficie, como os receptores
de IL-2 (CD25), estavam também subregulados, e que a produgdo de citocinas pro-
inflamatérias como as 11.-6, 0 TNF-« ¢ o Interferdo-y estava diminuida’; estes resultados indi-
cam que as vias de sinalizacio do NF-kB, o NF-AT e da AP-1 (c-Fos) estavam envolvidas na
inibicao das células T levada a cabo pelas saicosaponinas, demonstrando assim o seu potencial

no tratamento de condicdes auto-imunes mediadas por células T,

Outro estudo demonstrou que as saicosaponinas tém envolvimento direto na inducao da
apoptose ¢ da paragem do ciclo celular mediado pela p53, NF-kB e Faz/ligando Faz, em li-
nhas celulares de hepatoma humano, tendo conseguido também inibir a sinalizagdo para a
sobrevivéncia celular ao aumentar os niveis de IxBa no citoplasma e reduzir os niveis e ativi-
dade do NF-kB no nucleo, e subsequentemente atenuando a expressao da Bel-xL. em HepG2
e Hep3B. Portanto, as saicosaponinas diminuiram a proliferacao celular e induziram a apopto-

se tanto em HepG2 p53-positivas como em Hep3B p53-negativas™.
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A diosgenina, um triterpendide semelhante a esteroide com dois anéis pentaciclicos, tem
demonstrado ser capaz de suprir a inflamacao, inibir a proliferagao e induzir a apoptose numa
variedade de células tumorais’. A diosgenina inibe a osteoclastogénese, a invasividade e a proli-
feragdo por via da subexpressio da Akt, da ativagio da IKK, da expressio génica regulada
pelo NF-kB. Suprime o NF-kB por ligagao direta ao ADN, ativacao da IKK, fosforilacio da
IxBa, degradagio da IxBa, fosforilagdo da p65 e translocagdo nuclear da p65 ao inibir a ativa-

cido da Akt’.

O CDDO e o CDDO-Me, dois triterpendides do tipo oleanano de estrutura semelhante ao
acido ursolico, estdo neste momento em ensaios para o tratamento da leucemia e tumores s6-
lidos™*. O primeiro, o CDDO, bloqueia a acio do NF-kB ao prevenir a translocagio nuclear
da p65, o que promove um bloqueio da transativagdo dos genes NOS2 e PTGS2, e assim ten-
do uma ac¢io anti-inflamatéria e levando a paragem do ciclo celular (alguns outros triterpe-
noéides, como o acido bosuélico e o celastrol também bloquearam a acgao do NF-kB ao inibir
a transativacio da COX-2)>**. Em concentragdes na gama dos nanomolar, o CDDO conse-
guiu inibir a sintese de 7ovo das enzimas inflamatérias INOS e COX-2 em macréfagos ativados

porque contém porcdes carbonilo a3 insaturadas™

. Visto que a sobreexpressio de iNOS e
COX-2 tem vindo a ser provada como estando implicadas como possiveis promotores de

carcinogénese, 0 CDDO tem potencial para ser usado como agente quimiopreventivos.

Mais ainda, o CDDO também serve como um agente quimioterapéutico, visto que concen-
tragoes na gama dos micro e nanomolar conseguiram induzir de forma eficaz a diferenciagao
de células de leucemia mieloide humanas, inibiu a proliferacao de varios tipos celulares tumo-
rais humanos e induziu a apoptose em células leucémicas linfocitarias e mieloides humanas,
células do osteossarcoma e células do cancro da mama, incluindo células resistentes a quimio-
terapia™®.

O acido bosuélico tem mostrado ser capaz de induzir a apoptose em varios tipos de células
tumorais’. A nfvel molecular, consegue inibir a sinalizagio pelo NF-kB ativado constitutiva-
mente por interferir com a actividade da IKK’; a sinalizagio via resposta estimulada pelo IFN
manteve-se inalterada, sugerindo uma especificidade para a a IKIK’. Em estudos xengraficos
em células de meningioma animal, o acido bosuélico mostrou uma potente agao citotoxica
com valores de IC,, na ordem dos 2-8 micromolar’. A baixas concentracdes na ordem dos
micromolar, conseguiu uma rapida e potente inibi¢io da fosforilagdo do ERK-1/2 e afetou a
motilidade das células de meningioma estimuladas com factor de crescimento derivado de

plaquetas BB, A acio citotéxica do 4cido bosuélico nas células do meningioma pode ser me-
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diada, pelo menos em parte, pela inibi¢do da via de transdugao de sinal da ERK, que toma um

papel importante na transdugio de sinal e tumorigénese’.

Figura 6: Alvos moleculares dos triterpendides com actividade
Anti-inflamatoria, e que estdo envolvidos na iniciagao, progressao
e metastase tumoral (adaptado de ref. 43)

Acdo sobre a sobrevivéncia tumoral, apoptose e proliferacao

A apoptose é o mecanismo natural para a destruicao de células com irregularidades como
danos no ADN, ativagao oncogénica, deficiéncia em nutrientes ou hipoxia. As células tumo-
rais tém a habilidade de escapar a estes mecanismos, pelo que a exploracdo deste processo no
ambito do cancro tem sido alvo de intimeros estudos™'***. A apoptose nas células tumorais
pode ser desencadeada pela ativagido de proteases como sao exemplo as caspases, levando a

destruicao celular™

Existem, para este processo, duas vias de estimulo da apoptose diferentes. O primeiro é a
via intrinseca por intermédio das mitocondrias, que libertam proteinas do citocromo C, como
sao exemplo as SMACs, que se ligam e desativam as IAP, permitindo a apoptose ocorrer. Os
sinais apoptoticos desta via podem surgir sob a forma de proteinas da familia das Bcl-2 como
as Bax proé-apoptoticas, que podem ser sobreestimuladas pela p53 em resposta aos danos no

ADN5,24,31 .

A segunda via é a extrinseca, pela qual a apoptose é desencadeada pela ativagao dos recep-

tores pro-apoptoticos tais como os DR4 e 5 e as Fas, que estdo presentes a superficie celular'.
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A ativagdo da via dos DR leva a agregacao dos receptores, que entdo iniciam o recrutamento e
ativagao das caspase 8 iniciadoras. Enquanto a p53 estio envolvidas na via intrinseca, nao tém

N . . ; 5,24,31
funcao conhecida na via extrinseca™™”.

A ativagao da STAT3 tem sido associada a sobrevivéncia celular, proliferacao e invasivida-
de em varios cancros humanos. Alguns membros da familia de proteinas da Bcl-2, tais como a
Bcl-2 e a Bel-xL, também desempenham um papel na apoptose e tem sido demonstrada a sua
sobreexpressio em diferentes tipos de cancro. Estas proteinas levam algumas células a desen-
volver resisténcias a quimioterapéuticos’. Outra proteina, a survivina, pode ter um papel na
progressao tumoral e tem sido encontrada com valores anormalmente elevados de concentra-
cdo em células tumorais’. Portanto, temos como possiveis alvos para o tratamento do cancro
moléculas que promovam a subexpressio das Bcl-2, Bcl-xL. e survininas, e a sobreexpressao
da p53, das Bax e das caspases’. Aparentemente, os triterpenéides actuam ao nivel da via in-
trinseca para prevenir a progressao tumoral, induzindo a apoptose por varios mecanismos; é
possivel destacar, neste campo, o acido asiatico, o celastrol, a diosgenina e o lupeol. Estes tém
um alvo em comum, a proteina antiapoptotica Bcl-2, conseguindo dessa forma promover a
apoptoseS. Para além disso, existem evidéncias de que o processo metastatico é levado a cabo
por uma série de mediadores quimicos, como quimiocinas e seus recetores, onde se incluem as

MMP, o VEGF e o TGF-B*"*.

A pristimerina mostrou ser capaz de induzir a morte celular mitocondrial em células cance-
rigenas humanas, onde a ativagao dependente de ROS tanto das Bax como das PARP-1 toma
um papel fundamental para promover a disfuncdo mitocondrial’. Demonstrou também que as
JNK estio envolvidas na ativagao das Bax dependentes de ROS, que por sua vez fazem au-
mentar a concentracao de ROS intracelular, a ativacio das JNK, alteracdes conformacionais e
redistribui¢ao mitocondrial das Bax, perda de potencial membranar mitocondrial e morte celu-
lar’. Um pré-tratamento com prismiterina também activou as PARP-1°. Outros estudos mos-
traram que a prismiterina induziu a apoptose via proteassoma em células do cancro da prosta-
ta’. Esta accdo pode dever-se a acumulacio de protefnas ubiquitinadas e de trés proteinas alvo
do proteassoma, as Bax, as p27 e as IxBa, em células PC-3 de cancro da préostata RA-
negativas, que suportam a teoria de que o proteassoma ¢ inibido pela prismiterina’. Outro
estudo demonstrou que esta apoptose pode ser induzida pela prismiterina por via de efeito

directo sobre as caspases na mitocondria em células MDA-MB-231°.

A momordina inibiu a proliferagao e induziu a apoptose em células de leucemia promieloci-
tica humanas (HL.-60) e demonstrou efeito citotéxico também em células HI.-60, com um IC;,

de 19.0 ug/ml.’. Os efeitos antiproliferativos da momordina aparentam ser devidos a inducdo
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da morte apoptoética, tendo a momordina induzido alteracbes morfologicas nucleares, frag-
mentacio do ADN internucleossomal e aumento das propor¢oes de células hipodiploides.
Conseguiu também diminuir a expressao das Bcl-2 mas aumentou a expressio das Bax; adici-

onalmente, tratamento com momordina induziu a ativagdo da caspase-3 e a clivagem dos

PARP”.

As saicosaponinas provaram ser citotoxicas em diversas linhas celulares e ter agao inibitoria
significativa da produgio de 6xido nitrico em macréfagos RAW 264.7 LPS-induzidos™"”. Mos-
traram ter também efeitos em células MDA-MB-231, tendo a saicosaponina A aumentado a
populagio de células em fase sub-G1 do ciclo celular’. Estes resultados apontam para uma
independéncia da apoptose da via das p53/p21 e que esta foi acompanhada por um aumento
no racio Bax/Bcl-2, de um aumento dos niveis de c-myc e de um aumento da ativa¢ao da cas-
pase-3”". Em contraste com este resultado, a apoptose de células MCF7 pode ter sido iniciada
pelas Bcl-2 e envolvido a via das p53/p21, que foi acompanhado pelo aumento dos niveis de
c-myc™",

Num outro estudo, um aumento dos niveis de Fas e dos seus dois ligandos, mFasL. e
sFasL, bem como dos de Bax, mostrou ser o responsavel pelo efeito apoptético induzido pe-
las saicosaponinas’. Estes compostos também levaram a uma paragem do ciclo celular em fase
G,/G, de células T ativadas por subexpressao dos niveis de CDKG6 e de ciclina D3 e sobreex-
pressdo dos niveis de p27(kip)’. A inibicdo da ativacio do NF-kB pelo 4cido ursélico esta cor-
relacionada com a supressao da ciclina D1 dependente do NF-kB, da COX-2 e da expressao
da MMP9’. Foi também capaz de bloquear a progressio do ciclo celular em fase G1 e foi as-
sociado a uma marcada diminui¢do da expressio proteica de ciclinas D1, D2 e E, e dos seus
ativadores cdK2, cdK4 e c¢dK6 com concomitante indugio da p21°. A acumulagio de
p21/WAF1 deveri ser dependente da p53, estando a sua acumulacio também correlacionada
com a sobrexpressao de Fas, dos ligandos FFas e de Bax e com a subexpressao de NF-kB, Bcl-2

e Bel-xI..

O acido ursolico foi também capaz de sobreexpressar os genes apoptdticos p53 e caspase-
3, enquanto que o gene antiapoptético Be/-2 estava subexpresso’. O CDDO, a uma concentra-
¢ao de cerca de 1-5 uM, induziu um processo apoptoético em varias linhas celulares tumorais,
tendo em conjunto com o TRAIL promoveu a apoptose’. Normalmente, o CDDO atua se-
gundo as vias extrinseca e intrinseca por ativacao da clivagem do BID e das caspases 3, 8 ¢ 9,
por subregular o FLIP ou por induzir a translocag¢ao da Bax para a mitocondria e posterior

libertacio do citocromo C™,
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Ja a atividade antitumoral do CDDO-Me foi associada com a inibicao da p-Akt, mTOR e
do NF-kB e aos seus alvos moleculares, como sendo exemplo a p-Bad e a p-Foxo3a para a
Akt; p-S6K1, p-elF-4E e p-4E-BPI para o mTOR; COX-2, VEGF e ciclina D1 para o NF-
kB>,

O AKBA, um derivado do acido bosuélico, tem revelado ser capaz de induzir a apoptose
em células tumorais através da inibicdo da via do PI3K/Akt’. Outro estudo revelou que os
niveis de ciclina D1 e E, CDK2 e 4 ¢ Rb fosforilada (proteina do retinoblastoma) estavam
diminuidos em células tratadas com AKBA, enquanto que a expressao da p21 estava aumen-
tada. Neste caso, o efeito inibitério estava relacionado com a p21, mas niao com a p53°. Em
células do cancro do cdlon, o acido bosuélico foram também capazes de induzir a apoptose
por vias dependentes das caspase 8 mas independentes da interagio Fas/ligando Fas’. Inibiu
também a expressio do gene repérter dependente do NF-kB ativada pelo TNFR, TRADD,
TRAF2, NIK e IKK, mas ndo o ativado pela subunidade p65 do NF-kB, o que indica que o

AKBA estimula a apoptose induzida por citocinas e agentes quimioterapéuticos™*>.

Poucos triterpenéides mostraram conseguir estimular a actividade das caspases como levar
a subexpressao das Bcl-2 ou Bel-xL, em simultaneo. A capacidade de impedir a proliferagao e
induzir a apoptose em células cancerigenas humanas é de importancia clara para o desenho de
farmacos que tenham como alvo tanto células malignas no tratamento como células pré-

. ~ 5
malignas na prevengao’.

Quando passamos para o campo da proliferacio celular, existem alguns aspetos a ter em
conta, que embora ja tenham varias vezes sido referidos ao longo do trabalho, ainda nio tive-
. . 5 .
ram um enquadramento explicativo’. No controlo de fatores de crescimento, temos como
principais agentes as ciclinas (sendo que no cancro toma principal destaque a ciclina D1, que
promove a passagem de G1 a fase S), que regulam e controlam o ciclo celular, e a COX-2 e o
~ . 9. 5 , .
c-myc, que oferecem suporte a esta funcao reguladora das ciclinas’. Nas células tumorais, a
ciclina D1 encontra-se sobreexpressa, o que tem sido relacionada com a sua capacidade de

. ~ . 5
desenvolvimento e progressao anormais’.

As avicinas subexpressam tanto o STAT3 como a expressio das proteinas pro-
sobrevivéncia mediadas pelo STAT3, contribuindo dessa forma para a indugao da apoptose
em células tumorais’. Toma também um papel importante na inflamagio e na recuperagio de
feridas, e na inibi¢ao 7z vivo do VEGF. Foram capazes, em modelos de carcinogénese de pele
de murganho, de inibir a a expressao da STAT3, o que levou a supressio do ambiente préd

inflamatétio e pré-oxidante dos tumores’. Também demonstraram serem capazes de diminuir
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a energia metabdlica das células tumorais ao ter como alvo a membrana mitocondrial externa,

N 5,36
o que leva comummente a morte celular™”.

A poténcia do acido ursélico foi associada ao sistema ZIP/p62 e a proteina cinase C-zeta
(PKC-zeta), tendo inibido a sua interac¢ao. Posteriormente suprime também a ativagao do
NF-kB e subexpressaio a MMP9, que por sua vez contribui para o efeito inibitério do acido
ursélico sobre as I1.-1B e na invasividade das células C6 do glioma TNF-induzidas™; esta ac-
¢ao sobre as IL-18 leva também a inibi¢ao da expressao das ICAM-1 mediada pelo mesmo, o
que contribui para a diminuicio do processo inflamatério”’. A inibicdo da ativagio do STAT3
pelo 4cido bosuélico levou a supressao dos reguladores da proliferagao, como a ciclina D1, da
sobrevivéncia, como as Bcl-s, Bcl-xL. e Mcl-1, e da angiogénese, como ¢ o caso do VEGF®. O
acido betulinico, quando combinado com a vincristina, levou a uma agao sinérgica de citotoxi-
cidade em células do melanoma, induzindo-lhes uma paragem do ciclo celular em diferentes
pontos (o acido betulinico em G1 e a vincristina em G2/M), e levou a apoptose de células do

melanoma da linha B16F10°°%%,

Acao sobre a invasividade, metastase e angiogénese

Entre os aspectos que influenciam a invasividade tumoral estio as MMPs e o ICAM-1°. As
MMPs, mais especificamente a MMP2 e a 9, sao endopeptidases que degradam os componen-
tes das membranas basais, separando-as das células que as rodeiam e do tecido em que se en-
contram, permitindo-lhes um movimento livre pelos vasos sanguineos ou linfaticos’. O rece-
tor de quimiocinas CCR7 toma especial importancia na invasao linfatica das células tumorais e
encontra-se sobreexpresso em células de cancro da mama metastizado™”.

O vitanoélido tubocapsandlido A bioactivo inibiu a TAK1 e diminuiu a expressao do CCR7
induzida pelo NF-kB em células do cancro da mama, e tem-se revelado uteis na prevengao da
penetracio linfatica deste tipo celular'”. O eritrodiol-3-acetato reduziu os niveis de MMP1 e
induziu o pré-colagénio tipo 1 de uma forma dependente da dose. O processo angiogénico,
normal em situagoes de crescimento celular e reparacao tecidular, é um dos principais proces-
sos para a progressiao tumoral, pelo fornecimento de oxigénio e outros nutrientes para que as
células tumorais se possam multiplicar'”. Neste processo, existem alguns fatores importantes,
que permitem e suportam o desenvolvimento de novos vasos, onde se incluem a IL-8, o TNF,

o FGF-2 e o PDGF, sendo o fator mais importante o VEGF, o que tem feito dele um dos

. . . ~ 12
principais alvos moleculares para controlar a progressao do tumor .
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A inibi¢ao da via de sinalizagdo da tirosina cinase do VEGF bloqueia a angiogénese em tu-
mores em crescimento, levando-os a um ponto estitico de crescimento ou até de regressao’.
Neste campo, a saicosaponina C possui a¢ao indutora da viabilidade e crescimento das células
endoteliais de vasos umbilicais humanos, bem como da migracao de células endoteliais e da
formagio de capilares tubulares’. Este composto fa-lo através da inducdo da expressio génica
ou ativacao da MMP2, VEGF e da p42/p44MAPK, que estio correlacionados com o cresci-
mento, migracao e angiogénese das células endoteliais, respetivamenteS’ls.

O CDDO- Me e o CDDO-Im mostraram serem capazes de inibir a ativagao da via do
ERK1/2 apés estimulagio com VEGF em células endoteliais de vasos umbilicais humanos’.
O CDDO-Me também potenciou os efeitos citotoxicos do TNF e de agentes quimioterapéui-
tcos, talvez devido ao facto de inibir o NF-kB através da inibi¢ao da cinase da IxBa, o que leva
a uma supressao da expressio de produtos de genes regulados pelo NF-kB (VEGF, COX-2 e
MMP9)>*,

Os acidos bosuélicos suprimiram a fosforilagio da cinase do VEGFR2 mediada pelo
VEGF (KDR/ F1k—1)5. Mais especificamente, os acidos bosuélicos inibiram a expressao de
cinases do VEGFR2 que estao a montante no mecanismo, incluindo as cinases da familia Src,
a cinase de adesdo focal, a ERK, AKT, mTOR e a cinase da proteina S6 ribossomal’. Num
modelo ex vzvo, os acidos bosuélicos inibiram a proliferacao celular induzida pelo VEGE, a
motilidade quimiotatica e a formagao de estruturas semelhantes a capilares de culturas prima-
rias de células endoteliais vasculares umbilicais humanas de forma dependente da dosagem’.

Varios estudos 7z vivo revelaram que o celastrol consegue subregular a densidade dos mi-
crovasos tumorais de forma significativa a doses diferentes’. Ensaios imunohistoquimicos
mostraram que o celastrol também diminui os niveis de expressaio de VEGFR1 e VEGFR2,
mas nao os niveis de expressio de VEGF e as avicinas conseguiram promover esta diminui-
cio™,

Os triterpendides tém-se revelado cada vez mais promissores em diversas areas de atividade
farmacoldgica, uma vez que sdo compostos versateis, com varios pontos de derivatizagio pos-
sfvel, e com varias atividades intrinsecas que lhes sio conhecidas e que se vao descobrindo. Tal

~ . . . 39
facto faz com que vao surgindo recentemente na literatura estudos de derivados™.
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Figura 7: Alvos moleculares dos triterpendides (adaptado de ref. 50)

1.5. Acido oleanélico

O acido oleandlico, encontrado em mais de 1620 espécies de plantas, obteve o seu nome
pelo facto de se encontrar muito em plantas da familia Oleaceae, entre as quais a azeitona (Olea
enrgpaea), de onde ¢é feita a maior parte da extragio comercial do 4cido oleandlico™*. Existe
na forma do seu isémero, o acido ursolico, e sobre o qual ja debatemos também varias das
suas propriedades farmacologicas e terapéuticas, das quais muitas sao partilhadas com o acido
oleandlico™*. A sua principal funcio natural ¢ a prevengio da perda de 4gua e defesa fisica
contra agressdes de patogenes, onde, por exemplo, nas folhas das oliveiras, se encontra sob a
forma de cristal puro que forma uma barreira contra o ataque f{mgico”. Sao-lhes conhecidas
fungoes antibacteriana, antiparasitaria, antiosteoporotica, antifertilizante, antihipertensora,
antihiperlipidémica, diurética, antidiabética, imunomoduladora, anti-inflamatoria, gastroprotec-

tora, hepatoprotectora, anti-VIH e ainda a capacidade de inibir a via do complement030’39’40.

A sua biossintese tem como percursor o 2,3-oxidoesqualeno que ¢ sintetizado no citoplas-

ma a partir do isopentenil pirofosfato gerado pela via do mevalonato™”

. A ciclizacao do 2,3-
oxidoesqualeno forma um ponto de interse¢ao entre o metabolismo primario dos esteroides e
o metabolismo secundario dos tritependides, que leva a sintese do 4acido oleandlico™”. Para a
biossintese dos fitoesterdis, o 2,3-oxidoesqualeno ¢ ciclizado pela cicloartenolsintase (CAS)

39 ;- 1.
I”. No caso do icido oleandlico, o 2,3-

para dar origem ao percursor cicloarteno
oxidoesqualeno ¢ ciclizado pela OSC-B-amirina sintase (BAS), que d4 origem a estrutura car-

. L. . 38 . , .. , .
bonada dos tritependides do tipo oleanano™. No passo final da biossintese, a 3-amirina é oxi-
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dada numa sequéncia de trés passos no Cy pelo citocromo p450 para dar origem ao acido

oleandlico a partir do eritrodiol’.

Foi ja demonstrado que o acido oleandlico aumenta a acumulacdo nuclear do Nrf2, um im-
portante regulador transcripcional de enzimas antioxidantes e desentoxificantes e toma parte
na inducdo de enzimas hepatoprotectoras”. Posteriormente, foi provado que esta acumulagio
nuclear de Nrf2 era promovida pela ativagao de cascatas de sinalizagao intracelular mediadas
pela via da PI3K/Akt, do JNK e da ERK”. O 4cido oleandlico é também detentor de propri-
edades anti-inflamatérias e antitumorais por indu¢do da apoptose e modulagao do microambi-
ente tumoral por, entre outras vias, inibir o NF-kB, embora ainda nao seja possivel dizer pre-
cisamente como”. Estudos mostraram que este acido foi capaz de diminuir a necrose, esteato-
se e degeneragao induzia pelo CCl, em células parénquimais de figado e preveniu a cirrose

, . . . 30
crénica induzida pelo CCl,em murganhos™.

OH

Acido oleandlico Acido ursélice

Acido maslinico

Estruturas de AO, AU e AM

Existem estudos com animais ¢ humanos que indicam que o acido oleandlico ¢ absorvido
de forma sistémica, biodisponibilidade e distribuicdo pelos tecidos de forma razoavel quando
administrados por via oral”. Serd provavel também que o acido oleandlico seja absorvido e
atinja os alvos na sua forma intacta, que devera ser aquela que é responsavel pela sua ativida-
de®. Contudo, com o aprofundar de novos estudos, cada vez mais se torna evidente que exis-
tem ainda problemas de falta de solubilidade aquosa, inespecificidade de agao e promoc¢io de

. , . , . P . ~ ~ . 41
efeitos secundarios que o acido oleandlico promove que ainda nio estao resolvidos™. Dado o
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seu largo espetro de atividades, biodisponibilidade inata e baixo custo, o acido oleandlico tem
sido muito estudado na sintese de derivados, sendo que se tém estudado principalmente as
modifica¢des no grupo hidroxilo da posi¢io C3, na ligacio dupla C12-C13 e no grupo acido

carboxilico da posigio C28"*.

1.6 Acido maslinico

De estrutura semelhante ao acido oleandlico, diferindo apenas na presenca de mais um
grupo hidroxilo em C2, em posi¢ao anti relativamente ao grupo hidroxilo em C3, este com-

: . . 31,36,44-49
posto tem vindo sendo referenciado na literatura™

como um composto biologicamente
activo e com potencial terapéutico. Existem ensaios que revelaram que este composto era ca-
paz de induzir a apoptose e a supressiao da expressao da COX-2 em concentragdes muito bai-
xas quando comparadas com o 4cido oleandlico™*. F capaz de suprimir a osteoclastogénese
regulada pelo NF-kB em mondcitos da medula éssea e inibir a atividade do NF-kB mediada
pelo TNF-a ¢ a expressio génica por este ativado em células pancreiticas cancerigenas®. Es-
tudos recentes’"*>***" demonstraram que o acido maslinico foi eficaz contra o desenvolvimen-
to do cancro coloretal em modelos Apc(Min/+) de rato, o que sugere que possua potencial
quimiopreventivo contra este tipo de cancro e que a via apoptotica intrinseca é despoletada
em células HT29 em resposta ao acido maslinico (provavelmente por sobreexpressio da p53).
Existem também evidéncias de que o acido maslinico promove alteragdes morfolégicas que
sao caracteristicas da apoptose, como a condensac¢ao e fragmentacio da cromatina e a diminu-
icio do tamanho celular*. Outros estudos’ indicam que o acido maslinico é capaz de ativar a

cascata de sinalizacdo da caspase-8 em células Caco-2, cascata essa que ¢ um dos principais

processos despoletados na indu¢ao da morte celular por apoptose.

Contudo, a sua atividade na modulacao da inflamagao é ainda muito pouco conhecida, es-
sencialmente por razdes financeiras: uma pesquisa rapida no portal da Sigma-Aldrich® (acesso
a 13/03/2016) revelou que o custo de encomenda de 5 mg de dcido maslinico (grau de pureza
2 98%; HPLC) custava cerca de 132,00 €, enquanto que a obten¢ao de 100 mg de acido ole-
anolico (grau de pureza = 97%) custa cerca de 120,50 €. Esta diferenga de precos pode ser
explicada pelas dificuldades obtidas nos processos de extragao e purificagdo deste composto.
Desde 1960, ano em que Caglioti conseguiu realizar a sua extragao a partir de extratos de azei-
tona, o seu isolamento do 6leo de bagaco de azeitona tem evoluido ao ponto de ser possivel
extrair quantidades significativas deste composto*. Como este 6leo se encontra prontamente

disponivel em paises produtores de azeitona, a sua extra¢ao da azeitona verde e preta comesti-
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veis surgiu como alternativa a extracdo. Contudo, os rendimentos destes processos tornam
inviavel o aumento em larga escala (cerca de 0,25% quando extraido do éleo de bagaco; cerca
de 0,36% quando extraido da azeitona)*. Como tal, tém surgido na literatura metodologias
alternativas a extracao natural deste composto e que passam pela hemisintese deste a partir de

. . ;. 21; 23
derivados semelhantes, como é o caso do acido oleandlico™.

1.7 Acido ursélico

O acido ursolico, um triterpendide pentaciclico isolado de varios tipos de plantas medici-
nais como a Rosemarinus officinalis, Eriobotrya japonica e a Calluna vulgaris', possui vérias ativida-
des farmacolodgicas reportadas e esta indiciado como um dos mais promissores agentes quimi-
opreventivos contra 0 cancro estd muito presente em certas ervas medicinais e é o principal
componente de coberturas protetoras cerosas de varios tipos de fruta, como magas, péras,
azeitonas, ameixas, arandos e figos, e sao-lhe ja conhecidas varias atividades farmacolégicas
como hepatoprotector, imunomodulador, anti-inflamatério, antidiabético, antibacteriano, an-
tiviral, antiulceroso e anticancerigeno”. Este acido, isémero do acido oleandlico, partilha com
este a grande maioria dos seus efeitos biolégicos™. Os estudos apontam para que a sua ativi-
dade anticancerigena derive da sua capacidade de induzir a apoptose celular, impedir a tumori-
génese e inibir a proliferacao de células cancerigenas”, sendo que ativa a autofagia, a paragem
do ciclo celular e a apoptose em diferentes tipos de linhas celulares por intermédio de variadas
vias de sinalizacdo que incluem o NF-kB, o STAT3 e o TRAIL'*". Foi demonstrado que este
suprime a expressao de varios genes associados a tumorigénese”’sz. Suprime a ativagao do NF-
kB induzida por varios agentes carcinogénicos, incluindo o TNF, PMA, acido ocadaico, H,0O,
e condensado de fumo de cigarro’; inibiu a ligacio a0 ADN do NF-kB, a degradacio e fosfori-
lagao da IxBe, ativagao da IKK, a fosforilagio da p65, a translocagao da p65, e a expressio do
gene reporter dependente do NF-kB'. Inibiu também a expressio do gene reporter dependen-
te do NF-kB ativada pelo receptor do TNF, pelo TRADD, pelo TRAF, pela NIK, pela IKK e
pela p65'. Diz a literatura que este é capaz de inibir a atividade das MMP2 e 9; inibiu direta-
mente a interacdo entre ZIP/p62 com PKC-£ e posteriormente a expressio e atividade da
MMP-9 por bloqueio da via dependente do NF-kB ativada pela 1L.-18 ou TNF-o'*'"* Em
células PC-3 de cancro da prostata, o acido ursolico foi também capaz de inibir a invasividade

celular por inibi¢cio da via da Akt, que por sua vez levava a subexpressio da MMP-97,
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1.8 Aspetos QSAR importantes

54,55 s s1: s o. s1:
°, tanto no 4cido ursélico como no 4cido oleandlico, como em

Segundo alguns estudos
alguns derivados especificos resultantes de modificages estruturais as estruturas destes dois

compostos de partida, a introdugao de um grupo 2a-OH nio teve influéncia na sua atividade

antitumoral, enquanto que a introducdo de um grupo 9a-OH na série ursano prejudicou a sua
atividade; para além disso, o acido ursélico revelou também ser seletivamente mais potente
contra células de tumores sélidos HelLa S; e SNU C,, e inibiu de forma incompleta a atividade
da PKC i vitro para concentracdes superiores a 20 ug/mL>. F importante referir também que
o cinamoil pode ser encontrado em triterpendides do tipo oleanano e ursano que exibem ati-

vidade antitumoral, mas nao implica sempre um aumento da atividade antitumoral®.

O 4cido ursélico foi também avaliado™ no que diz respeito a capacidade inibitéria da ADN
polimerase, o que pode ser uma estratégia de atuagao como coadjuvante na terapia anticance-
rigena; contudo, este revelou resultados diferentes na inibi¢ao de ADN polimerase a-/ke, 3 e
ADN polimerase I (origem vegetal) e ADN polimerase II, em percentagens de 92, 86, 0 e 9%
respetivamente. Verificou-se também que a capacidade de inibigao da topoisomerase I e Ila
dependia do anel pentaciclico, mas nao era suficiente per se, ajudando nesta capacidade inibit6-
ria a combinagao com uma conjuga¢ao de um grupo carboxilo em C, com dois metilos na
posicao C,, e refletindo-se a potenciagdo adquirida por esta combina¢ao na inibicdo de ambas

. 54
as topolsomerases”

Encontra-se descrito na literatura que a introduc¢do de um substituinte hidroxilo na posi¢ao
9 aumenta o potencial biolégico no que toca a capacidade citotoxica e a presenga de sistemas
o,B-insaturados apresentam-se como uma via promissora no que toca a capacidade de geragao
de espécies reativas de oxigénio™.Foi possivel constatar que a adi¢io de uma porcio glicosidi-
ca em C; da aglicona era essencial para o efeito citotoxico, e que nao havia significativa dife-

renca na adi¢io de um grupo metil éster em C,™".

54-58
Atualmente, os estudos

tém-se centrado essencialmente em deriva¢oes dos grupos hi-
droxilo em C3 e do grupo acido carboxilico em C28, tendo-se evidenciado que estas deriva-
¢des, normalmente originando ésteres e amidas, possuem uma atividade biolégica efetiva com
acao sobre varios alvos terapéuticos e com varios efeitos que resultam numa agao terapéutica
combinada’; neste campo, temos como exemplo o caso de inducio da p21™" e indugio da
apoptose com sobreexpressao do NOXA e subexpressao do c-FLIP em células tumorais, co-

. . s 215+~ 52,59,60
mo descrito na literatura para o caso do acido ursélico™ .
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Estudos’' demonstram que grupos que formam pontes de hidrogénio em C3 numa posigio
B revelam-se mais potentes no seu efeito inibitério da proliferaciao celular do que os seus ana-
logos a. De igual forma, compostos em que o grupo acido carboxilico foi substituido por um
grupo hidroximetilo perderam a sua actividade, o que da a indicagdo de que a presenca deste
grupo é extremamente importante”’; de forma semelhante, a introdugio de grupos aminoalqui-

lo nesta posi¢io em C28, formando amidas ligadas a aminoalquilos melhoraram significativa-

mente a citotoxicidade destes compostos”.

21 . ~ , . . .
Alguns estudos recentes” referem a derivagdo com um grupo éster de piperazina na posi-
¢ao 2 do acido oleandlico como sendo particularmente interessante no que diz respeito ao

potencial inibitério em células MCF7, HelLa e A549.

1.9 Derivados fluorados e sua importancia terapéutica

O fldor tem no campo biolégico um efeito ainda nio totalmente compreendido, mas cuja
exploracao nos mais recentes trabalhos estd bem presente e reportada por varios auto-
res” %% Compreende-se ja melhor o efeito de substituinte em intermediarios reativos que
lhes confere as propriedades quimicas observadas, mas o seu efeito em propriedades fisicas
como a adsor¢ao, a ligacdo a outras moléculas e o transporte membranar sao ainda opacamen-
te explicadas, embora o efeito estéreo da fluorina seja ainda menos conhecido®. O seu uso na
industria farmacéutica passou de 2% em 1970 para cerca de 18% em 20006, sendo que em
2002, 9 em 31 novos farmacos aprovados nos Estados Unidos continham flaor®; por essa
razdo, estimou-se que entre 20 a 25% dos farmacos que se encontravam no mundo dos com-
postos com atividade farmacéutica (aprovados e por aprovar), em todo o mundo, contivessem
pelo menos um atomo de flior®. Este valor toma alguma relevancia quando se atende a quase
completa auséncia de flior em produtos de origem natural™. O primeiro composto fluorado
sintético usado para fins clinicos como um agente anticancerigeno data de 1957 e foi sintetiza-
do por Charles Heidelberger, e desde entdo ja se contabilizam usos na terapéutica em areas
como a inflamacao, infe¢oes virais e bacterianas e até em sondas, como no caso do 2-deoxy-2-
fluor-D-glucosyl, ou FDG como é comumente conhecido™.

Caracteristicas como a elevada eletronegatividade, pequenas dimensoes e baixa polarizali-
dade da ligacao C-F tém evidenciado alterar, por vezes de forma significativa, o comportamen-
to molecular em ambiente biolégico, como sendo em termos de ligacio enzimatica e/ou a

recetores, de controlo do clarance, absorcao, transporte membranar e em flaido circulante e
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interferéncia com atividade enzimatica®™”. A ligacio C-F, por sua vez, apresenta-se como uma
das ligagdes mais fortes, sendo que conferem geralmente aos compostos que as contém uma
estabilidade térmica e oxidativa elevada, baixa polaridade e uma baixa tensao superficial, tor-
nando-as dessa forma menos susceptiveis a degradacao enzimatica a nivel hepatico, especial-
mente pelo complexo do citocromo P450%. E uma ligagao que, gragas ao caracter fortemente
eletronegativo do fldor, orienta o mesmo para centros eletropositivos, como sao exemplo C-
F-—H-N, C-F-—-C=0 e C-F-—H-C”¥. O 4tomo de fltior é também capaz de alterar o caricter
basico de grupos funcionais proximos deste, o que por si promove alteragdes no pKa da mo-
lécula™.

Estas propriedades fazem do fldor um elemento com um contributo importante para a
modelagao de propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas pretendidas, com bastante
sucesso pelo que se tem vindo a observar, e a tendéncia é para aumentar com o aumento da
compreensao por parte da comunidade cientifica das suas propriedades e potencialidades, pelo
que ndo ¢é de estranhar que a sua utilizacdo no campo dos triterpendides com vista a potenciar
a sua actividade farmacolégica tenha aumentado nos dltimos anos' . Estes compostos, tanto
sintéticos como semi-sintéticos, possuem um largo espetro de atividades, que vao desde ativi-
dades anti-inflamatéria (fluorometotrexato ou o celecoxib), anti-bacteriana (fluoroquinolonas),
anti-depressiva  (fluoxetina), anti-VIH (indinavir), anti-colesterolémica (ezetimibe), anti-
trombética (7,7-difluoro-tromboxano), monitorizacio terapéutica nao-invasiva (2-desoxi-2-
fluor-D-glicosil) e anti-tumorigénica (gemcitabine)®.

No campo da oncologia, o primeiro composto fluorado sintético utilizado como agente an-
ticancerigeno foi o 5-Fluoroacil, sintentizado pela primeira vez por Charles Heidelberger em
19577, Desde entio, tém surgido varios compostos fluorados com atividade anti-tumoral e
atualmente sao classificados consoante o seu mecanismo de acdo: inibidores da timidilato sin-
tase (5-fluorouracil), inibidores da topoisomerase (gemcitabina), inibidores da resisténcia das
glicoproteinas-P (zosuquidar), anti-estrogénico (panomifene), inibidores de proteinas cinase
(gefitinib) e anti-androgénicos (flutamida)®. Existe também evidéncia cientifica publicada'’ de
que fluorolactonas de derivados de compostos da série ursano possuiam atividade antitumoral,
com especial atenc¢ao dada para B-fluorolactonas mas com prova também da atividade, e mais
pronunciada, de a-fluorolactonas, pelo que o interesse do estudo destes compostos esta paten-
te nesta evidéncia e agravado pelo facto de nao haver publicacio cientifica até a data de méto-
dos de sintese eficiente destas a-fluorolactonas, tanto da série ursano como da série oleanano.
Para além disso, ndo foi encontrado qualquer registo bibliografico de estudos com fluorolac-
tonas dos acidos oleandlico, maslinico ou ursolico fora do nosso grupo de investigacao, pelo

que a investigacdo neste campo devera trazer informagoes completamente desconhecidas da
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comunidade cientifica, e podera trazer um potencial agente antitumoral com interesse na tera-

péutica.

1.10 Metodologias de fluoragio

Os compostos organicos fluorados podem ser obtidos através dos reagentes nucleofilicos,
electrofilicos ou de radicais com reagentes de flior™. Os reagentes nucleofilicos como o fluo-
reto de tetrabutilaménio (TBAF), trifluoreto de dietilaminoenxofre (DAST) e trifluoreto de
[bis(2-metoxietil)aminoenxofre] (Deoxofluor) sao usados na prepararagao de compostos mo-
no e difluorados a partir de alcoois, cetonas e aldeidos (Figura 9). Os reagentes electrofilicos
“F+” tais como: Bis(tetrafluoroborato) de 1-clorometil-4-fluoro-1,4-diazoniabiciclo
[2.2.2]octano (F-TEDA ou Selectfluor) e N-fluorobenzenosulfanimida (NFSI) fazem fluora-

dos a partir de acetonas, esteres e heterociclicos (Figura 10)69.

HsC N~/ "CHs

A N+ F
HSC\/\/ \/\/CHa
\ f T SR
B N-S—F N
_/ HsCO~ > ~""0OCHj

Exemplos de reagentes fluorantes nucleofilicos
(A = TBAF; B — DAST; C — Deoxoflior)

D

o OO

@)

o

O

Exemplos de reagentes fluorantes electrofilios
(D — Selectfluor; E — NFSI)

1.11 Objetivos do trabalho

Sabendo-se hoje em dia que os compostos de origem natural sio uma importante fonte de
compostos com atividade antitumoral, sendo que em 2012, cerca de 42% dos compostos em

ensalos clinicos eram produtos naturais, segundos metabolitos de origem natural ou compos-
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tos desenhados com base no farmacéforo de um produto natural”, e que até a data estdo ca-
racterizados cerca de 20.000 triterpendides extraidos de plantas medicinais*, a exploragio de
novos derivados de compostos triterpénicos com vista a potenciagao da sua atividade antitu-
moral torna-se neste panorama um estudo com bastante relevancia.

Havendo ja também evidéncias na literatura de que os compostos fluorados possuem espe-

25,52,53,59,60,66-69 52,59,60,66-69

ciais propriedades , em especial no campo dos triterpendides , 4 extensao
destes estudos a outros compostos triterpénicos com potencial interesse neste campo surge
como um trabalho interessante.
. ., . . 52,59,60,66-69,
Existiam ja no grupo de trabalho onde me inseri retratados e trabalhados estudos
realizados no sentido de obter produtos fluorados, em particular a sintese de fluorolactonas,

52,59,60 : : :
=% mas este estudo tinha sido realiza-

cuja atividade anticancerigena se mostrou promissora
do maioritariamente em torno do 4acido ursélico e em particular com o seu derivado §3-
fluorado, havendo uma tentativa realizada com o derivado a-fluorado que revelou valores de
IC,, em linhas celulares de cancro do pancreas bastante interessantes, mesmo até comparati-
vamente com os valores obtidos no homélogo B-fluorado™; para além disso, existe também
uma tentativa de adaptagao desse método de fluoracao no acido oleandlico, em que se obteve
uma mistura de produtos de dificil separacio e a caracterizagao do derivado B3-fluorado, traba-
lho esse que foi também pioneiro na comunidade cientifica.

A par disto, verifica-se na literatura alguma escassez de estudos com o acido maslinico,
muito provavelmente por causa do seu elevado custo de aquisi¢ao como produto purificado;
para colmatar este aspeto, surgiu um artigo recente (setembro de 2014)* que relata uma via de
sintese simples, mais barata e aplicavel a escala laboratorial do acido maslinico a partir do aci-
do oleandlico, sem recurso a cromatografia ou qualquer outro processo de purificagio no de-
correr da sintese (pois apresenta purificacdo por cristalizagdo na etapa final) de forma simples
e eficaz (4 passos, n= 12%), pelo que se tornava assim apetecivel estudar o acido maslinico no
sentido de obter derivados fluorados e em especial fluorolactonas, campo ainda nao explorado
pela comunidade cientifica.

Neste sentido, este projeto visava aprofundar duas areas de trabalho que se interelacionam:
por um lado, pretendia-se explorar o trabalho ja conhecido para o 4cido ursélico no acido
oleandlico e optimizar as suas condi¢oes experimentais no sentido de obter preferencialmente
um dos isémeros, a fim de obter propor¢des isoméricas propicias a purificagdo e posterior
isolamento para estudos futuros.

Por outro lado, pretendia-se sintetizar o acido maslinico, apoiado no trabalho de Som-

merwerk ez al*, e posteriormente nio sé sintetizar derivados a partir deste como também, e

28



Capitulo 1

principalmente, aplicar a metodologia de fluoracao optimizada para o acido oleandlico a fim

de verificar se se obtinha um resultado semelhante neste composto.

Acido sintese Acido Acido
Dleandlico Maslinico Urzolico

Fluoracio/ Flsoracio Sintese .
optimizacio Flsoracio
l v v
12- 12- Derivados 12-
fluorolactonas fluorolactonas fluorolactonas
Sintese i l Sintese
Derirados Derivados

Figura 11: Representagao diagramatica do projeto de trabalho
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Em todas as reacOes abaixo descritas, foi utilizado um método de revelacao de acidos car-
boxilicos e aldeidos que envolvia uma solugao 10% H,SO, em H,0O. Comegarei a discussao
apresentando os espectros 'H e ’C do 4cido oleandlico com a respectiva atribuicio segundo a
literatura”. A atribuicdo de sinais por RMN foi feita na larga maioria dos casos aos grupos
funcionais apenas, uma vez que esta ¢ uma forma fidedigna de verificar a ocorréncia de reac-
¢ao sem a necessidade de recorrer a técnicas ou atribui¢oes adicionais, que é o principal foco
nesta fase do trabalho.

Qualquer estudo adicional seria apenas realizado caso se suspeitasse de alguma alteracio na
regido dos grupos —CH, e —CHj; ou para caracterizagio completa de compostos purificados e
dos quais existem evidéncias por RMN 'H de que se obteve o que se esperava. Portanto, a
regido dos grupos —CH, e —CH, tera na maioria dos casos em RMN 'H somente a contagem e

identificacdo dos grupos —CH,.

3E+07 3E+08

5E+07
3E+08

—0.74

4E+07
+ 2E+07

022590 0.91

3E+07 2E+08
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1E+07

0 [ 2E+08

534 532 530 2E+08
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Espectro RMN 'H do 4cido oleandlico
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H Sinal (6, ppm) Integracio Multiplicidade Forma
12 5,27 1H tripleto CH
3 3,22 1H duplo dubleto CH
18 2,82 1H duplo dubleto CH
27 1,13 3H singuleto CH,
23 0,98 3H singuleto CH;
26 0,92 3H singuleto CHs
24 ou 30 0,91 3H singuleto CH;
24 ou 30 0,90 3H singuleto CHs
29 0,77 3H singuleto CH,
25 0,74 3H singuleto CH,

Atribuigio dos sinais em RMN 'H (atribui¢do apoiada pela ref. 71)
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Espectro RMN "C do 4cido oleandlico
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C Sinal (8, ppm) Forma

28 183,64 COOH
13 143,75 Quaternario
12 122,76 Terciario

3 79,19 C-OH

5 55,35 Quaternario

9 47,77 Quaternario
17 46,67 Quaternario
19 46,01 Secundario
14 41,72 Quaternario
18 41,10 Terciario

3 39,40 Quaternario

A 38,89 Quaternario

1 38,53 Secundario
10 37,22 Quaternario
21 33,94 Secundario
29 33,21 CH,

7 32,74 Secundario
22 32,58 Secundario
20 30,81 Quaternario
23 28,23 CH,

15 27,82 Secundario

2 27,30 Secundario
27 26,08 CH,

30 23,72 CH,
11 2353 Secundario
16 23,04 Secundario

6 18,43 Secundario
26 17,28 CH,

24 15,68 CH,
25 15,46 CH,

Atribuigio dos sinais em RMN "C (atribuicio apoiada pela ref. 71)
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Nas figuras 12 ¢ 13 e nas tabelas 1 e 2 encontram-se os espectros RMN 'H e ’C do 4cido

P . . ~ . . < g 71 . .
oleanolico, bem como as respectivas integracoes dos sinais com recurso a literatura”. Os sinais
que mais sofrerdo alteragdes no decorrer dos trabalhos realizados sio aqueles que correspon-
dem aos grupos funcionais hidroxilo e acido carboxilico, bem como a ligagao dupla C12-C13 e

a posicao C3.

2.1 Sintese do Acido Maslinico via NaOH

Esta via de sintese foi realizada tendo por base o artigo de Sommerwerk ¢ /', embora pos-
teriormente se tenham feito algumas modificagdes procedimentais que serdo justificadas mais
a frente na discussio. O objetivo era obter sinteticamente e sem recurso a cromatografia a
sintese do 4acido maslinico nas mesmas condigoes que a literatura assim o descrevia, partindo
do acido oleandlico e recorrendo maioritariamente a reagentes disponiveis comercialmente,
sendo que, como no caso do reagente de Jones, alguns foram preparados a partir desses mes-
mos reagentes para se encontrarem disponiveis na sua forma final.

Neste artigo*, é descrita uma sintese livre de processos cromatograficos do acido maslinico
e do acido augustico, e apresentou-se como um trabalho apelativo para a realizagao da propo-
sicao final do projeto, que era a otimizagao de uma via de sintese de derivados fluorados de

compostos da série oleanano e extrapolagdo para outras séries de triterpenodides pentaciclicos.

Esquema proposto para a sintese de AM (ref. 44)
a) CrO3/H2S04, (CH3).CO, 0°C, 1h
b) Tribrometo de piridinio, CH;COOH, t.a, 3h
¢) NaOH (2 equiv.), DMF, 0°C, 30 min.
d) NaBH4, 0°C, 1h
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2.1.1. Oxidacgao de Jones

A oxidagido de Jones permite, de forma rapida, barata e eficiente, converter alcbois secun-
darios a cetonas e a maioria dos alc6ois primarios a acidos carboxilicos, sendo que no caso da
maioria dos alcéois alilicos e benzilicos origina aldeidos. Trata-se de um método a base de
crémio, que recorre a conversiao do estado de oxidagdao 6 para 4 que o crémio é capaz de so-
frer quando na forma de 4cido crémico, passando ao acido cromoso. O acido crémico ¢é for-
mado, geralmente, a partir do dicromato de sédio, Na,Cr,O,, quando a ele se adiciona acido
sulfarico diluido, mantendo-se em equilibrio com o acido dicrémico™. Este, por sua vez, ofi-
gina duas moléculas de 4cido crémico, a responsavel pela accdo oxidante deste reagente’,
convertendo-se em acido cromoso quando reduzido por este método.

Esta reagao inicia o processo de sintese do acido maslinico por esta via, ocorrendo uma
oxidag¢ao no carbono 3 do acido oleandlico e formando de forma rapida o produto ligeiramen-
te amarelado 1 (Figura 15).

Esta reacio comegou a ser realizada com recurso a silica gel e processo de work-up como
proposto na literatura', realizando-se a extragio com éter dietilico e a posterior lavagem com
NaHCO; e soul¢ao de NaCl 10% (Brine) mas nao envolvendo o aparelho de Soxhlet referido
na literatura pois este ndo estava disponivel. Verificou-se em varias reacgoes que este método
levava a uma grande perda de rendimento; passou-se, por isso, a realizer uma filtragao a pres-
sao reduzida com recurso a celite e posteriormente retirou-se também o processo de work-up,
tendo o espectro provado que se obtinha preferencialmente e de igual forma o produto 1, mas
desta feita com rendimentos do produto em bruto na ordem dos 96% e de produto puro na

ordem dos 75%.

CrO;/H,50,

Acetona
0°C,1h

: Reacio de sintese de 1

O composto 1 ¢é passivel de ser identificado por TLC através de uma mancha mais apolar
(eluente AcOEt/n-hexano 1:5) quando comparada com o acido oleandlico. Este composto
poder-se-a detectar através do seu espectro de protao pela observacao do desaparecimento do
sinal caracteristico do protao ligado a C3 (8 3,22, 1H, dd) que resulta da formacao do grupo

cetona e pelo aparecimento em regides mais desblindadas dos sinais dos protoes ligados a C2.
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Observando o espectro, pode observar-se o desaparecimento do sinal de H3 a 8 3,22 ppm
devido a formacao da ligacio dupla e o aparecimento de dois duplos dubletos entre & 2,54
ppm (dd, ] = 16.0, 11.1, 7,3 Hz, 1H, H1)) e 2,36 ppm (dd, ] = 15.8, 6.6, 3,5 Hz, 1H, H1,) que
correspondem aos H2, e H2,, que sofrem o desvio por passarem a ser vicinais a um grupo

cetona em vez de um grupo hidroxilo.

2.1.2 Bromagao via tribrometo de piridinio

O recurso ao PyBry como agente bromante estava referenciado na literatura como uma al-
ternativa viavel para a bromagio na posicio 2. E dado a entender pelos autores que existe falta
de estereoespecificidade na reagao e que esta nao fara diferenca em relagio ao produto final
que se obtera (acido maslinico ou augustico) pois essa distingdo ¢ feita no passo seguinte.

Sio referidas as caracteristicas espectroscopicas de cada um individualmente, apos feita a
separacao por cromatografia mas nao é dada qualquer indicagao de qual é o isémero utilizado
para o passo seguinte da via de sintese; uma vez que este artigo pretende traduzir uma sintese
livre de processos cromatograficos, optou-se por nao fazer purificacio por coluna para tam-

bém assim atender ao objectivo do trabalho e ao descrito na literatura. Apesar de haverem
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outros processos de bromacao conhecidos, optou-se por este nesta fase para tentar ser o mais

fiel possivel a literatura em questao.

Tribrometo de piridinio

CH,COOH

RT, 3h

Proposta de sintese de 2

Por nao se verificar repetibilidade entre as experiéncias, quando seguido o protocolo des-
crito por Sommerwerk e# al., fizeram-se algumas alteragdes ao processo de work-up. Alterou-se
o processo de adi¢ao de H,O e filtracio com abundante lavagem também com H,O, com re-
colha do sélido que fica no filtro para um processo que adiciona também H,O mas que recor-
re a extracao com Et,O e lavagem com NaHCO; e NaCl 10%.

Estas alteragoes foram feitas por nao se verificar, numa primeira fase, evidéncia da ocor-
réncia de reagao por TLC pelo método da literatura e, em segunda fase, por se verificar que a
neutralizagdo do acido acético ndo estava a ser completa com esse método. A lavagem com
NaHCO; mostrou evidéncias de neutralizar melhor o meio acido promovido pelo acido acéti-
co ¢ a lavagem com brine provou ser capaz de uma melhor remogao das impurezas com carga.

Foi obtido um rendimento médio de 80% (sem coluna cromatografica).
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A detecio por RMN 'H de 2 prende-se essencialmente com a verificacio do desapareci-
mento do sinal de um dos protdes ligados a C2 como resultado da bromagdo e o aparecimento
de um novo sinal a 5.08 (dd, ] = 13.5, 7.0 Hz, 1H, CH (2)) que corresponde ao protao ligado a
C2 e o desaparecimento do sinal a 8 2,36 ppm derivado da substitui¢do do mesmo pelo bro-

mo.

2.1.3 Hidroxilagao via NaOH

Este processo de oxidacio envolve, segundo a literatura™, uma solubilizagio em DMF com
formacao de um precipitado que é posteriormente redissolvido em MeOH seguido de adigao
de H,O. Tendo-se comegado como indica a literatura., a reprodugao das condi¢Oes por este
artigo descritas nao foi possivel, nao se tendo verificado a ocorréncia de reacgao nas condigdes
indicadas, pelo que se propuseram varias alteragdes ao procedimento. A literatura seguida in-
dica a formagao apenas do produto a-hidroxilado na auséncia de excesso de NaOH (Figura
19), sendo descrito que a formagiao do produto precursor do acido augustico seria obtida em

condig¢bes de excesso de NaOH (Figura 20).
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NaOH (2 equv.)

DAF
0°C, 30 min

Figura 19: Proposta de sintese de 3 (ref. 44)

O composto 3 é facilmente detectado em RMN 'H pela observagio dos sinais de H2 (8
4.54,dd, ] = 12.6, 6.6 Hz, 1H) e de H1 (8 2.40, dd, 1H).

NaOH (5 equv.)

DMF
Ar, 60°C, 1h

Figura 20: Sintese de 4 (ref. 44)

Utilizou-se uma quantidade pequena (25 mg) para realizar um screening inicial conforme
indicado na literatura. Contudo, nao se verificou a formagao de um precipitado, nao se tendo
alias verificado por TLC a presenca de qualquer composto ap6s a filtragao. Tentei novamente
a mesma reacdo com quantidades de massa superiores, mas sem continuar a verificar-se a
formaciao de um precipitado.

Foi alterado entao o procedimento de work-up para uma extracio Et,0/H,0O, lavagem com
HCI 10%, lavagem com NaCl 10%, adi¢ao de Na,SO,, filtracio e evaporagao, por forma a
tentar extrair o produto, tendo também tentado este procedimento de work-#p com um au-
mento concomitante de massa para verificar se o problema residia numa permanéncia em so-

lugao no DMF sem haver uma passagem para a fase organica, mas sem sucesso.

Alterei ainda o solvente de reagdo para acetona pois estava convicto de que o problema es-
taria na nao parti¢ao para a fase organica durante o processo de work-up. A mudanga para ace-
tona pareceu-me adequada pois é um solvente que possui caracteristicas semelhantes ao DMF
(indice de solubilidade em H,O = 100% em ambos; indice de polaridade (P’) = 5.1 vs 6.4 do
DMF)”. Novamente nio se obteve sucesso, mas ji se comecou a observar um produto alaran-

jado que tendia a depositar durante o work-up.
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Realizou-se entdo esta mesma reacgao em acetona, mas desta vez a temperatura ambiente e
comegou a ser possivel detectar o produto apds o work-#p, mas sem que fosse o produto dese-
jado. Repetiram-se varias vezes com aumento de massa e de equivalentes de NaOH, aumento
do tempo de reacgao, mas sem que se conseguisse obter o produto desejado; este aumento de
equivalentes e de tempo foi sempre uma alternativa menos desejada, ja que se encontrava des-
crito na literatura que se formava o produto 4 com um excesso de NaOH e a presenca de ar
atmosférico.

Para se poder acompanhar por TLC qual dos produtos se estava a obter com mais certezas,
sintetizou-se por uma outra via” o composto 4 para ser usado como padrio de comparacio

(Figura 21).

t-BuQk/t-BuOH

Ar, 40°C, 40 mun

Sintese de 4 (ref. 38)

Este ¢ facilmente observavel no espectro pelos seus trés sinais em regiao mais desblindada,
que se atribuem na literatura®™ como sendo de H1 (8 6,34, s, 1H), H2 (5 5,94, s, 1H, OH) e de
H12 (6 5,31, dd, 1H).
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Utilizando este padrio, verificou-se em mais do que uma situacao por TLC que se estava a
lidar com um produto que nao era 4, por comparagao de espectros RMN "H, mas verificava-se
que era o produto 2. Experimentou-se entao retirar o ar atmosférico da reacao, substituindo-a
por uma atmosfera de N,, mas os resultados obtidos foram os mesmos.

Houve apenas uma tentativa em que se obteve uma indicacao de que a reagao ocorreu co-
mo esperado (Figura 22) com um rendimento do produto em bruto de cerca de 29%. Apds a
realizagdo de uma TLC preparativa (com lampada UV como método de dete¢ao), obtiveram-
se 10 mg de um produto cujo espectro se apresenta na figura 23 e 25,7 mg de 4. Em baixo

apresenta-se o espectro do primeiro comparativamente ao espectro do padrio, 4.
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Ao observar a figura 23, encontra-se o sinal de H12 (8 5,28 ppm, 2, 1H) e o sinal de H2 (3
4,54 ppm, dd, | = 12.5, 6.6 Hz, 1H) atribuidos a 3, observando-se também um novo sinal que
se atribui a H1 (8 2,4 ppm, dd, | = 12.6, 6.6 Hz, 1H). Contudo, verifica-se também que per-
manece ainda alguma quantidade de composto de partida 2 pela permanéncia do sinal a § 5,08
ppm e pela proporcao de integracao de sinais comuns, como o de H12. Por isto, este espectro
da uma boa indicagao de que o produto 3 foi obtido, tendo sido o rendimento do produto
puro apos purificagao por TLC preparativa na ordem dos 3%.

Para tentar melhorar este rendimento, fizeram-se algumas alteracGes no protocolo, inclusi-
vé alteracGes na concentracio da solucio de HCI na neutralizacdo e uma extracio com
CH,CL,. Em nenhum dos casos se verificou o mesmo resultado obtido nas experiéncias cujos
espectros foram apresentados, obtendo-se sempre o composto 2. Dadas estas evidéncias, tor-
nei a realizar varias tentativas nas exatas condi¢coes que aparentemente tinham resultado na
sintese do produto 3, mas sem conseguir reproduzir novamente os mesmos resultados.

No extremo, retornei as condi¢des iniciais propostas na literatura, na esperanc¢a de ter co-
metido um erro que nao tivesse sido detetado no momento em que seguia esse protocolo,

desta vez com maiores quantidades de 2, mas sempre sem sucesso.
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Realizei a reacio a 0°C, com neutralizacio com solucio 2M HCI e usando CH,Cl, como
solvente, pois este tinha provado ser capaz de melhorar o rendimento do produto em bruto
que se obtinha. O espectro indicou haver sucesso na sintese de 3 pois observa-se o sinal de H2
atribuido na literatura a 3 (8 4, 54 ppm, dd, | = 12.5, 6.6 Hz, 1H), mas desta vez encontrou-se
também 2 numa proporgio de 25:75 e um rendimento do produto em bruto de cerca de 73%.
Observa-se que existe uma sobreposi¢ao total dos sinais de H12, H2, H18 e H1 de 2 entre o
espectro obtido e o que tinha sido adquirido no passo de sintese de 2, integrando todos para
1H, o que mostra claramente que existe reagente de partida no produto final.

Ap6s purificagao por TLC preparativa, obteve-se 3 com um rendimento de cerca de 18%.
Para melhorar este rendimento, realizel novamente a experiéncia nas mesmas condi¢oes mas
sendo o solvente de reacao novamente DMF, nao sé para verificar se desta forma haveria uma
melhoria no rendimento da reagdo em bruto por promover uma melhor interagaio no meio de
reagao entre os reagentes, que possuem solubilidades diferentes para os meios aquosos e orga-
nicos em questio, como também pars verificar se haveriam melhorias no processo de extragao
com CH,Cl,, mas nao foi possivel verificar novamente a ocorréncia de reagao.

Verificado o insucesso desta troca, reverti-a e tentei novamente, mas sem conseguir obter 3
mas sim apenas 2, resultado esse que se verificou em todas as tentativas posteriores, mesmo
quando repeti as condi¢Oes que primeiro deram resultados satisfatorios. Para finalizar, tentei
ainda mais uma vez as condi¢des propostas na literatura’ mas sem sucesso.

Dada entdo a nao reprodutibilidade do processo ou qualquer uma das alteragoes realizadas,
tomei a decisdao de construir uma alternativa a sintese do acido maslinico que nao passasse por

este passo.

2.1.4 Breves conclusoes

A oxidagao de Jones foi conseguida com sucesso, tendo resultado num produto facilmente
identificavel por espectroscopia RMN 'H com um rendimento bastante satisfatério e sem
evidéncia da existéncia de oxidagdes parciais.

A bromagao via tribrometo de piridinio foi conseguida apds algumas alteracdes ao protoco-
lo previsto na literatura seguida, mas ainda assim com relativa facilidade, tendo resultado num
produto facilmente identificivel por espectroscopia RMN 'H, mais uma vez com um rendi-
mento bastante bom e sem evidéncia forte da ocorréncia de reagoes parcelares.

Nio foi possivel contudo reproduzir as condi¢des do protocolo descrito na literatura™,

tendo as experiéncias realizadas revelado pouca consisténcia e reprodutibilidade, sendo que
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todos os resultados favoraveis que obtive nao foram repetidos nas seguintes tentativas em que
as exatas condi¢Oes experimentais foram aplicadas, o que dificultou a descoberta dos pontos-
chave que levavam ao sucesso das inimeras tentativas que foram feitas. O acesso a pequenas
quantidades de reagente limitaram a exploragao devida deste processo, e a indicacdo da litera-
tura de que o aumento para quantidades elevadas de NaOH levariam a sintese de outros pro-
dutos fizeram com que nao aumentasse muito mais as quantidades de NaOH. Estas via foi,

por issso, abandonada.

2.2 Sintese do Acido Maslinico via m-CPBA

Esta via compreende mais um passo sintético que a anterior, e foi desenhada na mesma li-
nha de pensamento da anterior: uma via facil, barata e livre de cromatografia. Comegando
também pela oxidacao de Jones, para que assim se pudesse obter o equilibrio ceto-endlico na
posicao 2 e 3, seguida de uma metilagao do acido carboxilico na posi¢ao 28, obteve-se um
produto que ao reagir com o m-CPBA ganha um grupo «-hidroxilo na posi¢ao 2, como des-
ctito previamente em trabalho realizado pelo grupo de trabalho e nio 56>

A protecio serve, portanto, para evitar que a hidroxilagao ocorra na posi¢ao 12, pois com o
acido carboxilico na forma de éster evita-se a formacao da lactona por ataque nucleofilico na
posicao 13 por parte do grupo carboxilato, que segundo a literatura ocorre com preferéncia
sobre a hidroxilagio na posicio 2 e nio entra nos planos do projeto’>.

Ap6s a reacio com m-CPBA, a via comporta a redu¢iao da cetona com NaBH, e a despro-
tecao do grupo acido carboxilico recorrendo ao Lil, originando assim o acido maslinico. A
reagao de oxidagdao de Jones nao sera apresentada nesta segdao por se ter seguido exactamente
o mesmo procedimento que foi descrito na se¢ao anterior.

Mais uma vez tentou-se a0 maximo evitar o recurso a cromatografia para efeitos do pro-
posto no projeto de trabalho. Propus entao uma oxidagdo via m-CPBA segundo o protocolo
descrito na literatura® para o acido ursélico, seguido de uma reducio do grupo cetona a 4lco-

1 - .. . . ., . .
ol", que se supde que origine uma mistura de diastereoisémeros, mas cujo procedimento des-

crito para a recristalizacao permita obter o isomero pretendido (Figura 24).
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) C10;3/H,50,, acetona, 0°C, 1h; by CH3LK,CO;, DMF, 1h; ¢) m-CPBA 77%, H,SO, CH,Cl,, McOH, 0°C - T.A;
d) NaBH,, THF, MeOH, 0°C, 1h, seguido de acetona/H2804, 30 min, 0°C, recristalizacio em AcOEt; e) Lil, DMF seco, 7,5 h, refluxo

Figura 24: Esquema proposto para a sintese do AM

2.2.1 Protecdo do grupo acido carboxilico

~ . ) .. . ~

Esta reagio decorreu conforme a literatura®, sendo a tnica diferenca em relacio a esta o
recurso a DMF e nao a DMF seco. Contudo, nada evidenciou que o composto sofresse qual-
quer altera¢do ou que a reagdo fosse incompleta a tal ponto que justificasse a troca para DMF

SCCO.

CH,1

K,CO,, DMF
1h

Figura 23: Proposta de sintese de 5 (ref. 60)

O composto 5 ¢é facilmente identificavel por observagao do sinal que corresponde ao grupo
O-CH; que resulta da protegao do grupo acido carboxilico (8 3,63, s, 3H). Todos os restantes
sinais se mantém inalterados (8 5,30 ppm, t, ] = 3.4 Hz, 1H; & 2,87 ppm, dd, ] = 13.7 Hz, 1H;
3 2,54 ppm, dd, ] = 15,8 Hz, 6.6, 3.5, 1H), a excecdo de um dos sinais na regiao dos grupos

metilo, em que dois se agruparam no mesmo desvio quimico, sendo que esse singuleto integra
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aqui, grosso modo, para 6H, enquanto que no caso de 1 haviam 7 sinais nessa regiao, cada um

com integra¢ao aproximada de 3H.
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Os rendimentos do produto bruto foram sempre superiores a cerca de 75-80%, e por ob-
servagao do espectro sou levado a crer que este rendimento devera ser maioritariamente do
produto final, embora nalguns casos fosse complicado remover por completo todo o K,CO,

do meio de reacio.

2.2.2 Oxidagao via m-CPBA

O processo de oxida¢do com recurso ao m-CPBA, um peracido bastante utilizado na for-
magao de epoxidos a partir de duplas ligagoes e na oxidacao de Baeyer-Villiger, esta ja bastante

. . 1 1
bem descrito na literatura'™*®

como agente oxidante de triterpendides pentaciclicos como os
acidos oleandlico, betulinico, ursélico, entre outros.

Na o-hidroxilagio das posicdes 2 e 12, encontrava-se ja descrito em trabalho do grupo® e
ndo s6”, recorrendo para isso a concentracdes cataliticas de H,SO, para a abertura estéreo-

seletiva do epoxido, sendo reportados rendimentos de cerca de 80% na sua sintese em com-

postos praticamente idénticos (na ref. 60, é reportada a mesma rea¢do com um composto em
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tudo semelhante a 5, diferindo apenas no grupo protector do acido carboxilico, que nesse caso
¢ um grupo benzilo).

A reagao ocorre segundo um mecanismo descrito por Prilezhaev, apelidado de mecanismo
Borboleta, que envolve em primeiro lugar uma conformacao de ponte de hidrogénio intramo-
lecular, que lhe permite adquirir uma geometria de aproximagao a ligacao C=C que forma um
estado de transicao com um intermediario cuja geometria se assemelha a uma borboleta, daf a
sua alcunha. Esta geometria do estado de transicio permite a formacio do epoxido com si-
multanea transferéncia protonica [1,3].

Esta reacio foi realizada como proposta pela literatura'>"’

, com um meio reacional compos-
to por CH,Cl,/MeOH numa propor¢io de 1:2 para permitir uma adequada dissolucio de 5
gracas ao primeiro ¢ de m-CPBA ao segundo, e com uma concentragao catalitica de H,SO,,
sendo realizada durante 21 horas e a uma temperatura de 0°C.

A literatura seguida aconselha o uso de uma massa de m-CPBA tal que haja uma propor¢ao
entre as massas de 5 ¢ de m-CPBA de 2/3; contudo, utilizei sempre uma quantidade superior

pois o grau de pureza dos reagentes a que tive acesso era de 77% enquanto que a utilizada

pelos autores era de 85%.

m-CPBA

H:50:
CH:Cly. MeOH
0°C. TA

: Proposta de sintese de 6 (ref. 13 e 60)

Tentei realizar esta experiéncia com o par de solventes proposto, mas por questoes ambien-
tais alterei para o par de solventes CHCl;/MeOH. Estas alteracoes foram feitas pois esta bate-
ria de experiéncias foi realizada numa altura de muito calor, e o ponto de ebuli¢ao do CH,Cl, é
relativamente baixo para as temperaturas ambientais (cerca de 39°C), o que poderia trazer
problemas de evapora¢ao deste solvente e alteracao das condi¢es experimentais aquando da
permanéncia da reagao overnight, o que se torna ainda mais gravoso pelo fato de se estar a lidar
com quantidades de solvente relativamente pequenas. Enquanto isso, o cloroférmio possui
um ponto de ebulicao que ronda os 61°C, embora sendo bastante semelhante ao diclorometa-
no nas propriedades mais influentes neste tipo de experiéncias, como o indice de polaridade e
a miscibilidade com solventes aquosos e organicos, pelo que me pareceu mais seguro € rigoro-

so trabalhar com este solvente. Apos se ter verificado que nio se verificava qualquer ateragdo
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significativa nem na aparente dissolu¢ao dos reagentes nem posteriormente por TLC (bastante
semelhante ao verificado nas experiéncias anteriores), a alteragao manteve-se.

Comecei por tentar fazer a experiéncia nas exactas condi¢des descritas na literatura a ex-
cepgao da quantidade de equivalentes correcta de H,SO,, que por questoes logisticas ndo foi
possivel fazer, pelo que foi neutralizada com um pequeno excesso. Nao se verificou qualquer
alteragdo durante o periodo da experiéncia, nem na tentativa seguinte, cuja unica alteracio foi
o aparecimento dos sinais correspondents ao m-CPBA. Para colmatar este excesso de m-
CPBA, intensificou-se a quantidade de Na,SO; e o tempo de neutralizacio do reagente em
excesso.

Em experiéncias posteriores, utilizei uma soluc¢ao diluida de H,SO, e apliquei a exata quan-
tidade prevista na literatura, tendo seguido em intervalos de tempo mais curtos as alteragoes
por TLC, sem se observarem resultados positivos.

Numa nova tentativa, utilizei a mesma quantidade de H,SO, da experiéncia anterior, recor-
rendo a mesma solugdo diluida, adicionando mais acido a cada 1 hora a partir das 16 horas de
reagdo, para tentar perceber se de fato seria por defeito de acido e haveria uma reversao da
reacao, mas obtive um resultado semelhante ao observado anteriormente.

Feita esta observacao, decidi prolongar por mais 48 horas o tempo de reacdo, adicionando
um excesso de metade da quantidade de m-CPBA inicialmente colocada e um excesso de
H,SO, (cetrca de 0,01 mL da solugao comercial a 99,99%) a temperatura ambiente; mais uma
vez nao obtive resultados positivos. Experimentei entdo tornar as condi¢oes do meio mais
agressivas, realizando novas tentativas a temperatura ambiente, com quantidades muito supe-
riores de m-CPBA e de H,SO, e mais tempo de reagdo, nao obtendo novamente qualquer
evidéncia do produto desejado.

Verificada esta situacao, experimentei realizar a mesma reacao sem adi¢io de mais m-CPBA
para além do recomendado pela literatura mas fazendo uma adigao controlada, gota-a-gota, de
H,SO, com controlo de pH com recurso a indicador acido-base, parando a adigao quando o
meio se encontrava com um pH entre 5-3. Mesmo assim, nao se obteve qualquer indicio da
ocorréncia de reagao, pelo que esta via acabou por ser abandonada.

Encontra-se na figura 28 um exemplo de um espectro RMN 'H obtido no decorrer destas
experiéncias. O resultado obtido foi sempre muito semelhante em qualquer das experiéncias e
alteragoes realizadas em cada situagao, pelo que este exemplo é um bom ilustrador do que foi

obtido nessas situacoes.
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Exemplo de um espectro RMN "H obtido na tentativa de sintese de 6

2.2.3 Breves conclusoes

Dados os resultados apresentados, pode afirmar-se que a sintese de 5 foi conseguida com
sucesso, uma vez que o espectro RMN 'H apresenta de forma clara o sinal da metilagio do
grupo acido carboxilico e nao da indicios de haver mistura com reagente de partida ou com
produtos secundarios e que o rendimento foi bastante satisfatorio.

Na sintese de 6, estando a utilizagdo do m-CPBA descrita para varias reagdes diferentes e
sendo ja bem conhecida a reatividade do mesmo para a rea¢ao com varios tipos de compostos,
sou levado a concluir que o problema encontrado se prende essencialmente com o reagente
disponivel, sendo o problema principal o elevado grau de desativacio do m-CPBA que estava

disponivel.
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2.3 Otimizac¢ao de uma via sintética de derivados fluorados do
acido oleandlico

Nesta se¢ao discutir-se-a a segunda parte do projeto, que envolvia a otimizagao de uma via
sintética de derivados fluorados do 4cido oleandlico recorrendo ao Selectfluor”, um reagente
de flouragio electrofilica comercializado pela Sigma-Aldrich® para a fluoragio de alcenos. Este
reagente ¢ comercializado como um sélido branco cristalino, bastante estavel a elevadas tem-
peraturas e que traz bastantes vantagens na sua utilizacdo, sendo talvez a maior a facilidade de
remogio de produtos secundarios por work-#p em meio aquoso™. Alguns autores referem a
que a reagao deve ser realizada na presenga de um dador nucleofilico, sendo que a temperatu-
ra, os solventes e o dador nucleofilico influenciam o rendimento e o produto final, nao sé no
que toca a produtos secundarios, mas também ao tipo e quantidade de isémeros”’.

Neste sentido, foi realizado pelo grupo® a fluoragio do 4cido oleandlico utilizando o Selec-
tfluotr™ e uma mistura de dois solventes, o dioxano e o acetonitrilo, a 50°C, tendo-se vetificado
que estas condi¢des originavam o 33-hidroxi-123-fluor-olean-13,283-olido e o 33-hidroxi-12a-
fluor-olean-13,2883-olido, isomeros originados pela fluora¢ao da dupla ligagao na posi¢ao 12
com concomitante perda do protao e ataque nucleofilico do grupo -OH do acido carboxilico

da posi¢ao 28 ao carbono da posicao 13, gerando as referidas fluorolactonas (Figura 29).

Selectfluor

acetonitrilo/dioxano
50°C

Proposta de sintese de 33-hidroxi-12a-fluor-olean-13,283-olido (8)
e de 3@-hidroxi-12f3-fluor-olean-13,283-olido (9) proposto em 60

Segundo a mesma fonte, esta reacao resultou em 33% de 3B-hidroxi-12a-fluor-olean-
13,28B-olido (8) e 25% de 3B-hidroxi-123-fluor-olean-13,283-olido (9) apds purificagdo por
coluna cromatografica.

A mesma fonte afirma ser possivel fazer a detegio por via de RMN 'H, BC, NOSY, CO-
ESY, HMBC e HMQC. Refere que a fluorolactona é passivel de ser detetada pelo seu duplo
dubleto por volta de 8 4,5 ppm para 353-hidroxi-12@-fluor-olean-13,283-olido (8) e de & 4,6
ppm para 3B-hidroxi-12a-fluor-olean-13,28B-olido (9) no espectro de RMN 'H e como duble-

tos correspondentes a C12 e C13 no espectro RMN "C, com valores para 8 entre 8 97 e 88
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ppm e entre 6 100 e 90 ppm para 9. O sinal de C28 surge a cerca de § 179 ppm para ambos os
isbmeros. Para a identificagao dos isdbmeros ¢ referido o recurso a NOESY para fazer corres-
ponder a relacdo entre H12 e os restantes grupos da molécula, com o protao de 8 a estabelecer
uma correlagao com C27 e o de 9 a estabelecer uma correlagdo com C26; sabendo que C26 e
C27 sao antiperiplanares, é entao possivel estabelecer uma relagiao entre esta correlagiao e a

presenca de 8 ¢/ou 9.

Algumas correlagoes detetadas por NOESY de 9 (adaptado de ref. 60)

O Selectfluor actua segundo um mecanismo de fluoragao electrofilica, em que um nucleo6fi-
lo ataca o 4tomo de F* com consequente formacdo da lactona por ataque nucleofilico em C13.

De fato, por observacio do mecanismo de agao do selectfluor, pode suspeitar-se que a po-
sicao B do grupo acido carboxilico facilite o ataque nucleofilico pela face oposta. Portanto, os
isbmeros que se esperam obter sao aqueles que derivam da substitui¢ao electrofilica com en-
trada do atomo de flior numa face ou noutra do plano formado pela estrutura de anéis fundi-
dos, com uma ligeira tendéncia para a formacao do isémero 3 em detrimento do «; de fato, na
literatura seguida, estava reportada a obtencdo de produto apds purificagio de proporgdes
bastante semelhantes de ambos os isémeros mas ligeiramente tendente para a formagao de 3
(33% de 8 e 25% de 9).

Num outro trabalho realizado também pelo grupo®, existe reportado uma reagio seme-
lhante, com uma temperatura de 80°C em vez dos 50°C e com o nitrometano em vez do ace-
tonitrilo, desta feita com resultados mais satisfatérios, onde se afirma ter-se obtido cerca de
70% do isébmero a, ou seja, de 8.

Para abordar este desafio, defini o estudo por etapas, que estdo sintetizadas em baixo na ta-
bela 3, encontrando-se também a propor¢ao estimada entre os isémeros por observagio es-

pectral. O desafio proposto para este projeto visava otimizar os resultados descritos na litera-
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tura®’, com vista 2 otimizagio da reacdo nela proposta para obter uma melhor resolucio diaste-

reomérica e melhor rendimento que permitissem a sua purificacio e posterior uso em noOvos

estudos para fins terapéuticos. Partiu-se da convicgao de que o isémero o poderia ser prefe-
rencialmente sintetizado pelo fato de C29 e C30 encontrarem-se ambos ligados a C20 e nao
haver nenhum ligado a C19 como acontece em moléculas de outras séries como ¢ o caso do
acido ursolico.

O objetivo do trabalho foi entao tentar perceber qual o efeito do solvente na proporgio
isomérica que se obtém e quais as melhores condigdes para obter a fluoragao preferencial de

um dos isomeros em detrimento do outro.

Entrada AO (mg) SF (mg) CH;NO,  CH,CN  Dioxano T (C) tm) off

(mL) (mL)  (mL)
A 50 116 2 - 1,4 80 24 83/17
B 50 116 - 2 1,4 80 24 56/44
C 50 116 1 1 1,4 80 24 83/17
D 50 116 1 1 1,4 80 48 81/19
E 50 116 1 1 1,4 80 30 74/26
F 50 116 1 1 1,4 80 26 83/17

Representacao simplificada das experiéncias realizadas na fluoracao de AO

Selecionou-se a experiéncia F, tendo-se realizado um processo de separagao cromatografica
em coluna com recurso a um eluente fixo (acetate de etilo/éter petréleo 1:5) e cuja polaridade
se manteve constante ao longo do processo e a silica gel, tendo-se recolhido os dois produtos
maioritarios. O produto em maior quantidade foi analisado por RMN 'H, “C, DEPT 135,
COSY, NOESY e cristalografia de raio-X. A informac¢ao que se encontra descrita na literatura
dava indica¢ao de se ter obtido preferencialmente o isémero 3, com os sinais a serem concor-

dantes com os obtidos pelas experiéncias que realizei.
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Selectfluor

CH3;NO+/CH3;CN/Dioxano.
1/1/1.4
§0°C, refluxo
26h

Figura 31: Condigbes experimentais optimizadas para a obtencido preferencial do isémero «
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Figura 32: Bspectro RMN 'H da experiéncia F (crude)
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Como se pode observar pela figura 33 nido existe evidéncia da presenca de dois isdmeros,
pelo que se conclui que a separagao tera corrido de forma satisfatéria, podendo observar-se
claramente o desaparecimento de um dos sinais desta regiao, com a melhor defini¢ao dos tri-

pletos de H12. Nao ¢ possivel fazer a atribuicio de H18, embora haja indicios em HMQC de

Capitulo 2

que esse protao de encontre entre 1,55-1,50 ppm.

Os espectros de DEPT 135, NOSY e HMBC foram mais importante para a confirmacao
dos sinais atribuidos em 'H e "C como sendo que os espectros de NOESY e HMQC foram
mais importantes na determinagao do isémero em questao.

Pode observar-se pelo espectro 13C que os dubletos correspondentes a C12 e C13 se en-

contram visiveis e nos desvios quimicos indicados na literatura, bem como C18.
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Figura 35: Espectro DEPT 135 de 8

Nio existe, a0 contrario do referido pela literatura®”, o sinal de correlagio com H26 nem
com H27, o que dificultou numa primeira analise a compreensao do isomero em questao. No
espectro HMBC, verificou-se a correlagao entre H12 e C13, mas mais uma vez nio se verifi-
cou a correlagio com C18, como é também referido pela literatura, corroborando a ocorréncia
de fluoracao na posicao 12. No espectro HMQC, observa-se perfeitamente a correlagao entre
H12 e C12, tendo assim mais um dado confirmativo de que a fluoragao ocorreu e que esta

ocorreu na posi¢ao 12.
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Como ja foi referido, encontra-se referenciada uma série de correlagoes NOESY na litera-
tura para estes isomeros fluorados, sendo dito que existe um sinal que permite correlacionar
C26 ou C27 com H12 e assim saber se estamos perante 8 ou 9. Contudo, o espectro NOESY
obtido nido indica qualquer correlagdo nem com um caso nem com outro, pelo que nao foi
possivel determinar o isémero através deste. A confirmacao de que o isémero em questao ¢ de
facto o isémero « foi realizada por cristalografia de raio-X, cujo ORTEP se apresenta no

Anexo 1.

C Sinal (6, ppm) Forma
28 179,51 lactona
12 96,85 C-F
(J = 171,4 Hz)
13 88,16 Quaternario
(J = 25,80 Hz)

3 78,90 C-OH
18 51,04 C-H
23 28,13 CH,
24 16.19 CH,
25 18,16 CH,
26 18,46 CH,
27 18,07 CH,
29 33,35 CH,
30 23,92 CH,

Selecio de sinais °C de 8
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2.3.1 Breves conclusoes

Os resultados obtidos sio bastante satisfatorios pois vieram acrescentar a literatura conhe-

. ((
cida®®

nao s6 uma melhoria em termos de processo de separa¢do de isbmeros, processo que
até entao se tinha revelado bastante mais complexo, como também uma elucidagdo concreta
do isdbmero ao qual se esta a fazer a atribuicdo isomérica. Até entdo apresentava-se uma mistu-
ra de fluorolactonas e ¢ referida a sua dificil separagdo pela semelhanc¢a de propriedades fisico-
quimicas de ambos, por um protocolo em que se indica que o produto o é o produto maiorita-
rio em relagdo a {3, mas cuja separacdo nao tinha ainda sido efetuada.

Este trabalho permitiu entdao aprofundar qual a influéncia dos solventes no processo global
de reag¢ao bem como numa melhoria da via sintética no seu todo. Foi possivel entio perceber
que o acetonitrilo nao ¢ um solvente que faga tender a reaciao no sentido de uma separagao
diastereoisomérica nas propor¢oes utilizadas, uma vez que os resultados demonstraram que a
utilizacdo deste numa proporc¢ao de 1:1 com o nitrometano apresentaram propor¢oes de dias-
tereoisomeros semelhantes quando se utilizou apenas o nitrometano. De igual forma, demons-
trou-se que existe uma fase da reag¢ao em torno das 30 horas que de alguma forma afeta a rea-
¢ao a0 ponto de tornar a resolugdo diastereoisomérica menos proeminente e que o aumento
do tempo de reagio para o dobro do inicialmente proposto pela literatura (48h) ndo promoveu
qualquer tipo de alteragao no processo de resolu¢ao dos compostos « e 3 fluorados quando
comparado com o tempo inicialmente proposto pela literatura.

Conseguiu-se também realizar a purificacdo e caraterizacdo do isbmero o com recurso a
uma dnica repeticio do processo de separagdao por coluna cromatografica com rendimentos
que rondam valores entre os 40-60%, permitindo assim a purificacdo deste produto fluorado
para posteriores estudos QSAR para varios alvos biologicos.

Para melhoria deste processo, poderia estudar-se o efeito de outros solventes no rendimen-
to global da rea¢ao, bem como a compreensio plena do efeito da mistura de solventes em
outras propor¢oes e em tempos mais proximos das 30 horas de reacao.

Conhecendo melhor o fendémeno envolvido, ¢ possivel melhorar as condi¢oes de reagao
em concordancia com esses conhecimentos ou até mesmo redesenhar o procedimento expe-
rimental com outras condi¢oes que promovam melhor esses efeitos.

Apesar disso, foi possivel obter uma via sintética que apesar de envolver uma mistura de
trés solventes e acrescentar mais variaveis ao problema, conseguiu melhorar significativamente
a resolugao diastereoisomérica do processo sem complicar o processo de separa¢ao e purifica-

¢ao da mesma.
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2.4 Sintese de derivados do 33-hidroxi-12«-fluor-olean-13,28(3-
olido

Prepararam-se trés compostos a partir de 8 segundo a figura 36:

Painel de reagdes realizadas a partir de 8
a) CrO,/H,SO,, 0°C, 30 min.

b) Anidrido butirico, DMAP, THF, 1h, T.A

¢) Anidrido benzéico, DMAP, THF, 8h, T.A

2.4.1 Sintese de 3-oxo-12a-fluor-olean-13,283-olido

A sintese de 10 foi feita de forma em tudo idéntica a de 1, inclusivé no rendimento da rea-
¢a0, que foi neste caso de 91%. Como se pode observar pela figura 39, o sinal correspondente
a H3 (8 3.22, dd, J= 11.4, 4.7 Hz, 1H) desaparece, o que da a indicagao de que a oxidagao do
grupo -OH ocorreu sem qualquer problema; verifica-se também que surge um outro sinal (3
2,58-2.39, m, 2H) que se atribui aos protoes ligados a C2.

Em C" (Figura 40), observa-se o sinal correspondente ao grupo cetona com um desvio
quimico de & 217, 49 ppm e o desaparecimento do sinal correspondente ao grupo -OH em

C3, que se encontrava na regiao dos 8 78,90 ppm.
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2.4.2 Sintese de 3B-(1-propan-1-carboniloxi)-12«-fluor-olean-

13,283-olido

Observando as figuras 41 e 42 podemos afirmar que a sintese de 11 foi conseguida com su-
cesso, tendo-se obtido um rendimento de cerca de 62%. Pode identificar-se o composto 11
pelo aparecimento de quatro novos sinais: o desvio do sinal de H3 (6 3.22, dd, J= 11.3, 4.3
Hz, 1H) para valores mais elevados devido a introdugao do grupo éster (8 4.51, t) que surge
sobreposto com um dos sinais de H12, o que torna dificil determinar o seu acoplamento e
integracao de forma mais precisa; o aparecimento do sinal do protao do carbono mais proxi-

mo do grupo éster na cadeia butirica (5 2.28, t, [= 7.4 Hz, 1H) e os dois sinais dos protoes dos

carbonos sucessivamente mais afastados deste (8 1.68, m; 8 0.95, t, J= 7.4 Hz, 3H).

Estes espectros dao a indicagdo de estarmos na presenga de um sé produto, com a zona

dos desvios quimicos dos grupos metilo C23-C30 a apresentarem apenas 7 sinais de uma for-

ma clara e sem surgirem sinais semelhantes de menor intensidade.
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H Sinal (8, ppm) Tipo Forma
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C Sinal (6, ppm) Forma
28 179,54 lactona
30 173.62 C(O)O
12 96,72 C-F
(] = 171,4 Hz)
13 88,16 Quaternario
(] = 25,80 Hz)
3 80.38 C-O-Ester
18 51,04 C-H

Selecio de sinais RMN “C de 11

2.4.3 Sintese de 33-(fenilcarboniloxi)-12«-fluor-olean-13,283-olido

A sintese de 12 foi conseguida com sucesso, embora o processo nao tenha sido afinado o
processo de purificagdo para além do que foi feito, pelo que se apresenta o espectro do produ-
to o mais purificado quanto foi possivel.

Podem observar-se claramente os sinais dos protoes do anel aromarico, identificando-se
trés tipos de sinais distintos que correspondem a trés tipos de protdes que se formam neste
grupo conforme o plano de simetria que divide o plano do anel benzdico em duas metades
idénticas e que passa pelo carbono que se encontra ligado a por¢ao éster. Idendificam-se tam-
bém H12 e um novo sinal com desvio quimico préximo deste (8 4.75, dd, /= 11.2, 5.0 Hz,
1H) e que se atribui a H3, sendo que este passa para posi¢des de desvio quimico mais desblin-
dadas quando comparado com o sinal de H3 de 8 pela conversao do grupo hidroxilo em éster.
A regidao dos grupos metilo torna-se dificil de atribuir sem analise adicional por outras técnicas
RMN e eventualmente ndo s6. A regiao dos protoes do anel aromatico é de possivel identifi-
cagao proporcional mas de dificil integracao, uma vez que atendendo as proporgoes se verifica
que existe um excesso de anidrido benzoico. A atribui¢ao foi feita conforme a figura 43 assim

indica.
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b

Figura 43: Esquema de atribuicao dos sinais do anel aromatico de 12
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H Sinal (6, ppm) Tipo Forma
a 8,17 d H-C
c 7,67 t H-C
b 7,53 t H-C
4.55 dt H-C-F
12 (] = 46.6, 2.6 Hz)
4.75 dd H-C-Ester
3 (J=11.2,5.0 Hz)

Selecio de sinais RMN 'H de 12

2.4.4 Breves conclusoes

Pode afirmar-se que os derivados de 8 foram sintetizados com sucesso, pois o rendimento
da maioria foi bastante satisfatério e os seus espectros nao dao a indica¢ao de haver uma mis-
tura de produtos. Contudo, no que diz respeito a 12, o processo aparenta ter sido realizado
com sucesso, tendo-se gasto 8 antes de gastar o anidrido benzdico. Desta feita, em tentativas
posteriores, sugiro a diminui¢ao da quantidade deste reagente.

Paralelamente, sugiro a melhoria do processo de purificagdo com um processo de lavagem
que recorra a um outro solvente que permita uma melhor extragiao do reagente em excesso.

No geral, esta etapa do trabalho pretendia sintetizar alguns derivados do composto fluora-
do para que possam ser trabalhados posteriormente nao s6 em termos de afericio das melho-
res condi¢des de sintese como também para que possam ser estudados, eventualmente, quanto

a sua atividade biologica. Nesse aspeto, penso que este objetivo foi cumprido.
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Conclusées

Observando os resultados que aqui foram explanados, posso concluir em primeiro lugar
que a sintese do acido maslinico de uma forma que permita obté-lo na sua forma pura e com
bons rendimentos revelou-se um trabalho relativamente complexo por variados motivos. Em-
bora nio tenha sido possivel chegar a uma das finalidades pretendida nesta via de trabalho,
que era a obten¢ao do acido maslinico, foi possivel mostrar nao s6 que a via disponivel na
literatura possui alguns pontos que merecem bastante aten¢ao e que a primeira vista aparenta-
vam ser de tratamento facil e rapido como também que existem alternativas a essa via de sin-
tese que, englobando apenas mais um passo do que o proposto na literatura, se revelam como
sendo possivel de realizar. Enquanto que no primeiro caso, nio foram encontradas reagoes de
hidroxilagao deste tipo de compostos reportadas na literatura nas condigdes apresentadas no
artigo que foi seguido para além do préprio, no segundo caso existem ja varios exemplos re-
portados e experiéncia prévia no grupo; tal fato leva-me a concluir que o insucesso dessa via
de sintese se prendeu essencialmente com a desativagao das amostras de m-CPBA que existi-
am disponiveis do que com a impossibilidade de realizar a reagdao apresentada.

Em segundo lugar, posso afirmar que os resultados obtidos com a fluoragiao do acido ole-
anolico revelaram-se um sucesso, observando-se uma melhoria na propor¢ao do isémero 12a-
fluorado obtida nesta via de sintese, a separagao e purificagio com bom rendimento de um
dos compostos e o esclarecimento inequivoco do isémero que se obteve em maior quantidade
nas condi¢bes exploradas, de tal forma que passou a ser viavel a separacao dos isomeros por
coluna cromatografica e consequente exploragao de sintese de derivados de a-fluorolactonas
do 4cido oleandlico.

Contudo, este passo podera eventualmente ser melhorado, nomeadamente através do estu-
do de outros solventes em questio para melhor compreender qual o efeito efetivo que eles
estao a ter no rendimento do processo, a outras temperaturas e propor¢oes de solventes, e
quais os fenémenos que promovem altera¢oes na dissolugdo e no contato entre os reagentes,
se promovem a reacao por alteracSes nas propriedades fisico-quimicas do meio, como a cons-
tante dipolar do meio, o pH, etc, podendo inclusivé descobrir-se que existem solventes ou
misturas de solventes ou até propor¢oes diferentes que permitam obter uma maior propor¢ao
do isémero a. Apesar disso, parece-me que um importante passo foi dado nesse sentido.

Em terceiro lugar, gostaria de referir que embora se encontrem aqui descritos trés deriva-
dos do 3B-hidroxi-12ua-fluor-olean-13,283-olido cuja sintese nao envolve passos muito com-
plexos, estes compostos sao completamente novos. Esta sintese foi realizada para que se pu-
desse, no tempo que ainda se dispunha, obter ainda alguns derivados purificados com alguma

caraterizacao espectral que os definissem de forma razoavel. Creio haver muito potencial nesta
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metodologia de fluoragdo na obtencdo de derivados a, bem como na melhoria do processo de
sintese per se.

O trabalho esta longe de estar concluido, faltando um trabalho mais aprofundado de otimi-
zagao da via de sintese que passe pela alteracdo das condi¢oes de temperatura e pelo teste com
outros solventes, bem como o processo de separag¢ao podera ser passivel de melhorias. Falta
também explorar a via de sintese do acido maslinico e verificar se as condi¢oes de fluoragao

apresentadas se traduzem em resultados similares em compostos da série oleanano.
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Os espectros 1H, 13C, DEPT-135, HMQC, HMBC, COESY e NOESY foram obtidos
num espectréometro Bruker Avance III 400 MHz. Todos os espectros foram obtidos em &
(ppm) recorrendo a0 cloroférmio deuterado e aos seus sinais de 8 7.26 (‘H NMR) e § 77.00
(®C NMR) como padrio interno. Os desvios quimicos sio fornecidos em ppm e as constantes
de acoplamento (J) em hertz (Hz).

Todas as analises cromatograficas por TLC foram realizadas com recurso a Kiesel gel
60HF254/kiesel gel 60G e as analises cromatograficas de coluna com recurso a Kieselgel 60
(230-400 mesh, Merck). O acido oleandlico, o acido ursoélico, o Selectfluor, o THF, o dioxano,
o nitrometano, o acetonitrilo, o DMF, o CH,l e o tribrometo de piridinio foram obtidos da
Sigma-Aldrich Co. Os solventes utilizados no work-#p toram obtidos da VWR Portugal e eram
de purificagao a nivel analitico. O bicarbonato de potassio, o cloreto de sédio, o bicarbonato
de sédio e o sulfito de sédio foram comprados da Merck Co.

No caso das vias de sintese em que o resultado nao foi satisfatorio e nas quais se efetuaram
algumas alteragoes, bem como daquelas que ndo foram realizadas mas previstas, apresenta-se
aqui o procedimento original segundo descrito na literatura, encontrando-se essses processos
identificados com a indicagao da bibliografia de onde foi retirado. A solugdo brine que surge
varias vezes referida consiste numa solucdo de lavagem preparada previamente de uma solu-
¢ao aquosa de NaCl 10%; a solu¢io de NaHCO; é também uma solu¢do preparada previa-
mente, de solu¢do aquosa de NaHCO; a 10%. Em todas as reac¢bes abaixo descritas, foi utili-
zado um método de revelagao de acidos carboxilicos e aldeidos que envolvia uma solugao
10% H,SO, em H,O, que com aquecimento apresenta manchas com cores variadas, mas ge-

ralmente variacoes do vermelho.

Acido 3-oxoolean-12-en-28-6ico (1): A 1.0760 g de OA (2.37 mmol) em acetona (30 mL.)
adicionou-se lentamente reagente de Jones (1 mL) preparado segundo a literatura®, a 0°C ten-
do ficado em agitagao durante 30 minutos. Depois adicionou-se MeOH com seguimento por
tira de pH até se obter um pH de cerca de 7, durante 30 minutos em agitacao. Apods este peti-
odo, removeram-se os solventes por filtracio a pressio reduzida com recurso a celite e evapo-
rou-se o solvente a pressdao reduzida. Obteve-se 1.0349 g de 1 (96% do produto de partida),
sem passar por processo de separacio. H' RMN (400 MHz, CDCL,): 8 = 5.30 (t, ] = 3.4 Hz,
1H, H12), 2.82 (dd, J= 13.7, 4.0 Hz, 1H, H18), 2.54 (m, J= 16.0, 11.2, 7.3 Hz, 1H, H2 o ou B),
2.36 (m, ] = 15.9, 6.7, 3.6 Hz, 1H, H2 o ou B).
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Acido 2¢-bromo-3-oxoolean-12-en-28-6ico (2): A 0,519 g (1.10 mmol) de 1 em 4cido
acético (13 mL) adicionou-se tribrometo de piridinio (400 mg, 1.13 mmol, 90%) a t.a. com
adi¢Ges em varias por¢oes durante 1 hora, tendo a reagao ficado em agitagdo durante 2 horas.
Apbs este periodo, arrefeceu-se até os 0°C e fez-se extracao com éter dietilico (2 x 40 mL) e
lavagem com H20 (3x 30 mL), NaHCO3 10% (3x30 mL) e NaCl 10% (3 x 30 mL). A solu¢ao
etérea foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada a pressao reduzida, tendo-se obtido 2
com um rendimento de crude de 80% (0.487 mg). H' RMN (400 MHz, CDCL): § = 5.30 (t, |
= 3.4 Hz,1H, H12), 5.08 (t, 1H, H2), 2.82 (dd, ] = 13.7, 4.0 Hz, 1H, H18), 2.56 (dd, 1H, H1 «

ou B).

Acido 2«-hidroxi-3-oxoolean-12-en-28-6ico (3): Este procedimento seria realizado da
mesma forma como esta descrita na referéncia 44; foram efetuadas as modificagées que foram

descritas no capitulo 2.

Acido 2-hidroxi-3-oxoolean-1,12-dien-28-6ico (4): A uma solucio de 1 (51.5 mg, 0.113
mmol) em t-BuOH (4.4 mL) adicionou-se t-BuOK (444.2 mg, 3.96 mmol) a 40°C e na presen-
¢a de ar atmosférico, tendo permanecido a reagir durante 40 minutos. Apds este  periodo,
realizou-se uma lavagem com HCI (1x 10 mL HCI 0.4 M) e com brine (1x 20 mL). O produto
final (31.3 mg, 59%) surge como um sélido amarelado. H' RMN (400 MHz, CDCL,): 5 = 6.34
(s, 1H, H1), 5.94 (s, 1H, OH (2)), 5.34 (t, ] = 3.4 Hz, 1H, H12), 2.82 (dd, /= 13.7, 4.0 Hz, 1H,
H18).

Acido maslinico (AM): Este procedimento seria efetuado segundo a literatura assim o

44,59
descreve™

, sendo que 0s passos sintéticos seriam como ja foram descritas no capitulo 2. A
via descrita na primeira referéncia corresponde ao método de sintese via NaOH e a segunda

ao método via m-CPBA, com as modifica¢Oes as vias que foram descritas no capitulo 2.

3B-hidroxi-olean-12-en-28-oato de metilo (5): A uma solucao de 1 (348.7 mg, 0.77
mmol) em DMF (7 mL) adicionou-se CH,I (0,1 mL, 1.61 mmol) e K,CO, (426.7 mg, 3.09
mmol) a T.A. A solugido esteve em agitacao a essa temperatura durante uma hora. Apos esse
petiodo, o produto foi diluido em AcOEt (40 mL) e realizou-se uma extracao com H,O (3x
20 mL) e uma lavagem com Brine (20 mL), seguido de secagem com Na, SO, anidro e filtracao,
com posterior evaporag¢ao a pressio reduzida do solvente. O produto final surgiu sob a forma

de um sélido esbranquigado, com a permanéncia de K,CO, no produto final. H' RMN (400
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MHz, CDCly): 8 = 5.30 (t, ] = 3.4 Hz, 1H, H12), 3.63 (s, 3H, O-CH, (28)), 2.87 (dd, J= 13.7,
4.0 Hz, 1H), 2.54 (m, /= 16.0, 11.2, 7.3 Hz, 1H, H2 « ou B), 2.36 (m, | = 15.9, 6.7, 3.6 Hz, 1H,
H2 o ou B).

2¢-hidroxi-3-oxoolean-12-en-28-oato de metilo (6)*: A uma solugio de 5 (20.8 mg,
0.0444 mmol) em CH,CI, (2 mL), MeOH (4 mL) ¢ H,SO, (0.1 mL de solu¢ao de H,SO, 1.71
M) adicionou-se m-CPBA (20,5 mg, 77%). A mistura ficou a reagir durante 21h a uma tempe-
ratura entre 0°C e a t.a (overnight). Ao fim deste periodo adicionou-se uma solugao aquosa de
NaHSO, (3.3 mg em 10 mL H,0O) e deixou-se em agita¢do durante 30 minutos. Apds remogao
dos solventes em vacuo a 35°C, acidificou-se o meio com HCI (20 mL solugao HCI 37%) pot-
cedeu-se a extracao em AcOEt (3x 40 mL), seguido de uma lavagem com NaHCO; (3x20 mL)
e brine (3x 20 mL), secagem com Na,SO, anidro, filtragao e remogao dos solventes a vacuo. O
produto resultante apresentou uma cor amarelada e uma consisténcia oleosa. 'H NMR (400
MHz CDCI3): 6 5.28 (t, | = 3.4 Hz, 1H, H12, 1H, 12), 4.53 (m, 1H, J=18.93 H2), 3.62 (3H s
COCH3), 2.86 (dd, | = 13.7, 4.0 Hz, H18), 1.25 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.09 (s, 3H),
0.91 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.77 (s, 3H).

3B-hidroxi-12«-fluor-olean-13,283-olido (8): A uma solucio de AO (107.9 mg, 0.236
mmol) em CH,CN (1 mL), CH,NO, (1 mL) e dioxano (2 mL) adicionou-se SelectFluor®
(238.6 mg, 0.674 mmol) a 80°C. A reacdo esteve em agitacao a essa temperatura durante 26
horas e 30 minutos. No final deste periodo de tempo, adicionou-se 20 mL de H,O e realizou-
se uma extracio em Et,0O (3x 40 mL), seguida de lavagem com solugao de brine (3x 20 mL),
seguida de secagem com Na,SO, anidro, filtracio a pressiao reduzida e evaporagao dos solven-
tes a pressao reduzida. O produto em bruto foi obtido como um sélido ligeiramente amarela-
do (102.1 mg, 91%). Apéds coluna cromatografica (AcOFEt/ Eter Petréleo 40:60 (1:5)) obteve-
se um produto branco (50 mg, 44,7 %). 'H NMR (400 MHz CDCI3): § 4.55 (dt, ] = 46.6, 2.6
Hz, 1 H, H12),3.22 (dd, ] = 11.4, 4.7 Hz, 1H, H3), 1.23 (s, 3H, H27), 1.11 (s, 3H, H26=, 0.88
(s, 3H, H25); °C NMR (100 MHz CDCI3): 8 179.51 (C28), 96.85 (C12, | = 171.4 Hz), 88.16
(C13, ] = 15.80 Hz), 78.90 (C3), 51.04 (C18),33.35 (C29), 28.13 (C23), 23.92 (C30), 18.46
(C20), 18.16 (C25), 18.07 (C27), 16.19 (C24).

3-ox0-12«-fluor-olean-13,283-olido (10): A uma solu¢ao de 8 (42.5 mg, 0.0895 mmol) em
acetona (2 mL) adicionou-se lentamente reagente de Jones (1 mL) preparado segundo a litera-
tura™, a 0°C, durante 30 minutos. Depois adicionou-se MeOH com seguimento por tira de pH

até se obter um pH de cerca de 7, durante 30 minutos em agitacao. Apos este periodo, remo-
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veram-se os solventes por filtragdo a pressio reduzida com recurso a celite e evaporou-se o
solvente a pressao reduzida. Obteve-se 10 como um produto esbranquicado (41.9 mg, 0.0886
mmol, 99%.,). "H NMR (400 MHz CDCI3): § 4.58 (dt, ] = 46.6, 2.6 Hz, 1 H, H12), 2.59-2.39
(m, 2H, H2), 1.23 (s, 3H,), 1.11 (s, 3H,), 0.88 (5, 3H); "C NMR (100 MHz CDCI3): 217.49
(C3), 179.38 (C28), 96.63 (C12, ] = 171.4 Hz), 99.09 (C13, ] = 25.9 Hz).

3B-(1-propan-1-carboniloxi)-12«-fluor-olean-13,283-olido (11): A uma solucio de 8
(47.6 mg, 0.1 mmol) em THF (3 mL), adicionou-se DMAP (5 mg, 0.0409 mmol) e anidrido
butiricio (0.1 mL, 6.13 mmol) a t.a. e deixou-se em agitagao durante 1 hora. Apds esse petio-
do, adicionaram-se 30 mL HCI (10%) e realizou-se uma extracio em Et,O (3x 50 mL), seguida
de lavagens com NaHCO; (3x 40 mL) ¢ H,O (3x 40 mL). O produto foi entao seco com
Na,SO, anidro, filtrado e foram evaporados os solventes a pressao reduzida. O produto origi-
nado apresentava-se com uma coloracio esbranquicada (36.3 mg, 62%). 'H NMR (400 MHz
CDCI3): 8 4.53 (dt, ] = 46.0, 2.6 Hz, 1 H, H12), & 451 (t, 1H, H3), 8 2.28 (t, ] = 7.4 Hz, 1H,
H32), 8 1.68 (m, H33), 8 0.95 (t, ] = 7.4 Hz, 3H, H34).

3B-(1-fenilcarboniloxi)-12«-fluor-olean-13,28B-olido (12): A uma solucdo de 8 (47.6 mg,
0.1 mmol) em THF (3 mL), adicionou-se DMAP (5 mg, 0.0409 mmol) e anidrido benzdico
(237.542 mg, 1.05 mmol) a t.a. e deixou-se em agitacao durante 1 hora. Apds esse periodo,
adicionaram-se 30 mL HCI (10%) e realizou-se uma extragao em Et,O (3x 50 mL), seguida de
lavagens com NaHCO; (3x 40 mL) e H,O (3x 40 mL). O produto foi entao seco com Na,SO,
anidro, filtrado e foram evaporados os solventes a pressio reduzida. 'H NMR (400 MHz

CDCI3): 8 4.75 (dd, ] = 11.2, 5.0 Hz, 1H), & 4.55 (dt, ] = 46.6, 2.6 Hz, 1 H, H12).
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Anexo

Anexo 1: Diagrama ORTEP de 8 (R (5496; 1> 2X) =0.0383;

atomos de H de tamanhos arbitrarios)
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