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RESUMO 

 

A malária é uma doença tropical antiga que continua sendo um dos principais 

problemas de saúde pública do mundo. Faz-se necessário, assim, desenvolver novas 

classes de antimaláricos que sejam eficazes e seguros contra a malária. Neste contexto, 

nosso grupo de pesquisa tem trabalhado, com dois triterpenos semissintéticos 

derivados dos ácidos ursólico (1) e betulínico (2), os compostos 1c e 2c 

respectivamente. Estes derivados (1c e 2c) apresentaram elevada potência in vitro 

frente a cepas de Plasmodium falciparum, alcançaram índices de seletividade em 

relação à linhagem celular humana satisfatórios e uma rota semissintética convergente 

foi estabelecida facilitando sua obtenção. Com base nestes resultados e visando dar 

continuidade a pesquisa, estudos de avaliação da toxicidade in vitro e aguda e da 

atividade antimalárica in vivo foram propostos como objetivos deste trabalho. Na 

avaliação da toxicidade in vitro foram realizados ensaios de cito e genotoxicidade 

frente a linfócitos, ensaios de hemólise e coagulação. Já na análise da toxicidade in 

vivo, foi realizada a avaliação da toxicidade aguda por meio do protocolo 423 em 

camundongos BALB/c. A atividade antimalárica in vivo foi avaliada, utilizando o 

ensaio supressivo de 4 dias em camundongos BALB/c, usando a linhagem de 

Plasmodium berghei ANKA. Os resultados demonstraram que o derivado 1c 

apresentou baixa genotoxicidade e efeitos citotóxicos frente a linfócitos. Porém este 

derivado demonstrou atividade pro-coagulante e hemolítica, com a DL50 aferida entre 

300 e 125 mg/kg. Já o derivado 2c demonstrou relativa genotoxicidade e efeitos 

citotóxicos frente a linfócitos, apresentando também atividade pro-coagulante e 

hemolítica. A DL50 deste derivado foi aferida entre 300 e 50 mg/kg, sendo classificado 

como tóxico. A ED50 e o Emax foram calculados a partir dos resultados de parasitemia 

nos animais tratados apenas para o derivado 1c. A ED50 do derivado 1c foi de 19,68 

mg/kg, enquanto que o Emax ficou em 52,18%. A partir destes resultados podemos 

sugerir que embora apresente sinais de toxicidade em concentrações e doses superiores 

às efetivas, o derivado 1c possui efetividade e segurança suficiente para que se de 

seguimento na investigação pré-clínica.  
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ABSTRACT 

 

Malaria is an ancient tropical disease that remains a major public health 

problem in the world. It is necessary, therefore, to develop new classes of antimalarial 

drugs that are safe and effective against malaria. In this context, our research group has 

been working with two semisynthetic triterpene derivatives of ursolic (1) and betulinic 

(2) acids, compounds 1c and 2c respectively. Both derivatives showed high in vitro 

potency against strains of Plasmodium falciparum, with satisfactory index of 

selectivity regarding to a human cell line. A convergent semisynthetic route has been 

established, which facilitates its obtaining. Based on these results and in order to 

continue the research, this work proposed as objectives to carry evaluation studies on 

acute toxicity and in vitro and in vivo antimalarial activity. In the assessment of in 

vitro toxicity, assays against cyto-and genotoxicity lymphocytes were performed, as 

well as hemolysis and coagulation tests. In the analysis of in vivo toxicity, it was 

performed the acute toxicity evaluation by means of the protocol 423 in BALB /c 

mice. The in vivo antimalarial activity was evaluated by using the 4 days suppressive 

test in BALB / c mice, using a strain of Plasmodium berghei ANKA. The results 

showed that 1c derivative had low genotoxicity and  cytotoxic effects against 

lymphocytes. However this derivative showed pro-coagulant and hemolytic activities, 

with LD50 between 300 and 125 mg / kg, at toxic levels. Derivative 2c demonstrated 

genotoxicity and cytotoxic effects against lymphocytes, also showing pro-coagulant 

and hemolytic activities. Its LD50 was measured between 300 and 50 mg / kg, being 

classified as toxic. ED50 and Emax were calculated only from the results of 

parasitaemia of the animals treated with 1c, being 19,68 mg/kg and 52,18%, 

respectively. From these results, we suggest that although showing signs of toxicity at 

concentrations and doses higher than the effective ones, derivative 1c owns enough 

effectiveness and safety to follow to the pre-clinical investigation.  

 

 

Keywords: Triterpenes, ursolic acid, betulinic acid, semi-synthesis, antimalarial, 

Plasmodium berghei, toxicological activity. 
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A malária é uma doença tropical causada por parasitas do gênero Plasmodium. 

Mesmo sendo uma doença antiga, a malária continua sendo um dos principais 

problemas de saúde pública do mundo devido principalmente à resistência do parasito 

causador da doença ao atual arsenal terapêutico disponível, à toxicidade e ao alto custo 

apresentado pelos fármacos que ainda apresentam efetividade. Em face disso, fazem-se 

necessários esforços para desenvolver novas classes de antimaláricos que sejam 

eficazes e seguros contra as múltiplas cepas resistentes de espécies do gênero 

Plasmodium. 

Os produtos naturais e seus derivados têm sido, historicamente, importantes 

como fonte de novos fármacos. A terapêutica moderna, constituída por um grande 

número de medicamentos, não teria atingido o grau de desenvolvimento atual sem os 

produtos de origem natural. Inúmeros são os exemplos de medicamentos que foram 

desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, incluindo entre 

outros, a quinina e artemisinina [1,2]. 

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado, com dois triterpenos 

pentacíclicos, os ácidos ursólico (1) e betulínico (2), extraídos das cascas de Malus 

domestica e Platanus acerifolia, respectivamente (Figura 1). Estes triterpenos são 

amplamente relatados na literatura como moléculas bioativas, destacando-se a 

atividade antimalárica [3-7].  

 

Figura 1. Triterpenos pentacíclicos, os ácidos ursólico (1) e betulínico (2). 

 

Em um estudo preliminar, nosso grupo de pesquisa submeteu uma série de 

derivados semissintéticos dos ácidos ursólico e betulínico a testes de atividade 
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antimalárica in vitro. Neste estudo, dois dos derivados triterpênicos 

apresentaram elevada potência frente a cepas de Plasmodium falciparum resistente à 

cloroquina (FcB1): derivado 1c (LAFIS 10) com IC50 = 167 nM [3,7]; e frente à cepa 

sensível a cloroquina 3D7: derivado 2c (LAFIS 13) com IC50 de 220 nM [5]; (Figura 

2). Estes compostos ainda tiveram o índice de seletividade em relação à linhagem 

celular humana avaliado, com resultados satisfatórios. Além disso, uma rota 

semissintética convergente foi estabelecida, facilitando a obtenção destes derivados. 

Com base nestes resultados e visando dar continuidade a pesquisa com estes 

derivados, estudos de avaliação da toxicidade in vitro e aguda e da atividade 

antimalárica in vivo e foram propostos como objetivos deste trabalho.  

 

Figura 2. Derivados triterpênicos que apresentaram elevada potência e segurança in vitro: 1c 

(LAFIS 10) e 2c (LAFIS 13). 
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1. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Realizar a avaliação farmacológica e toxicológica in vitro e in vivo de 

triterpenos semissintéticos obtidos a partir dos ácidos ursólico e betulínico.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Extrair e purificar os ácidos ursólico (1) e betulínico (2); 

 Obter os derivados semissintéticos LAFIS 10 (N-{3-[4-(3-

aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilbetulinamida) 1c e LAFIS 13 (N-{3-[4-(3-

aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilbetulinamida) 2c; 

 Realizar ensaios biológicos in vitro a fim de: 

 Avaliar a citotoxicidade em linfócitos dos compostos 1c e 2c; 

 Avaliar o dano ao DNA em linfócitos dos compostos 1c e 2c através do ensaio 

cometa. 

 Avaliar a atividade hemolítica dos compostos 1c e 2c; 

 Avaliar a atividade sobre a coagulação sanguínea dos compostos 1c e 2c; 

 

 Realizar ensaios biológicos in vivo a fim de: 

 Avaliar a atividade antimalárica frente à cepa Plasmodium berghei Anka dos 

derivados 1c e 2c; 

 Avaliar a toxicidade aguda dos derivados 1c e 2c;  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
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3.1 Malária 

 

3.1.1 Histórico da malária 

 

Malária é uma das doenças parasitárias mais prevalentes na história da 

humanidade. Apesar da associação com a malária ser incerta, há várias referências na 

literatura antiga e das civilizações modernas que relatam febres malignas intermitentes 

e calafrios consistentes com os sintomas da malária [8,9].  

Hipócrates foi o primeiro a fazer uma conexão entre a proximidade de corpos 

d'água estagnados e a ocorrência de febres na população local. Os romanos também 

faziam esta associação e foram os pioneiros na drenagem de pântanos. O termo 

malária surgiu justamente desta relação entre a doença e os pântanos. A doença passou 

a ser descrita como ária cattiva ou mal'aria (ar ruim) pelos italianos no século XIV e 

este termo entrou para a língua inglesa em torno de 200 anos depois. Da mesma forma, 

os franceses criaram o termo "paludismo", cuja raiz significa pântano, para se referir à 

malária [8,9].  

Durante quase 1.500 anos pouco foi acrescentado ao conhecimento sobre a 

malária e seu tratamento. A partir do descobrimento da quinina, isolada de Cinchona 

spp. em 1820, diversos avanços ocorreram na compreensão da fisiopatologia da 

doença, no controle dos vetores, acesso ao diagnóstico e tratamento, tornando possível 

obter uma redução significativa da morbidade e mortalidade decorrente da malária [4]. 

Porém, ainda hoje a doença se faz presente em cerca de 104 países e é considerada um 

grave problema de saúde pública mundial [8-10]. 

 

3.1.2 Transmissão  

 

Embora a malária possa ser transmitida através da transfusão de sangue 

infectado e pelo compartilhamento de agulhas, os seres humanos, habitualmente, se 

infectam por esporozoítos injetados pela picada das fêmeas do mosquito Anopheles 

(vetores) conforme figura 3. Existem cinco espécies de parasitas que causam a malária 

em seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi [11]. 
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Destacam-se o P. falciparum e P. vivax como os mais comuns sendo o primeiro o 

maior causador de mortes e o segundo o mais prevalente no Brasil [11].  

O ciclo biológico complexo dos plasmódios compreende uma fase sexuada ou 

esporogônica, que ocorre nas fêmeas dos mosquitos do gênero Anopheles, e outra 

assexuada ou esquizogônica que ocorre nos hospedeiros vertebrados (Figura 3) 

[11,12].  

 

Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium spp. Adaptado de Centers for Diesease Control and 

Prevention - CDC [18].  
 

Durante o repasto sanguíneo as fêmeas infectadas transferem, através da saliva, 

dezenas de esporozoítos para a epiderme do hospedeiro vertebrado os quais são 

capazes de atravessar várias células do hospedeiro mantendo-se íntegros [12]. Após 

transpor a barreira epitelial, uma parte desses esporozoítos alcança a corrente 

sanguínea. Uma vez dentro do sistema circulatório sanguíneo os esporozoítos atingem 

o fígado, infectando os hepatócitos (fase exo-eritrocitária). Na malária de mamíferos 
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não está claro qual via que os esporozoítos utilizam para passar dos capilares 

sinusóides para os hepatócitos: se através das células de Kupffer ou pelo endotélio dos 

capilares [12]. O processo de invasão do fígado é complexo e depende de várias 

interações parasito-célula hospedeira. O desenvolvimento do parasito nas células 

hepáticas requer aproximadamente uma semana para o P. falciparum e P. vivax e cerca 

de duas semanas para o P. malariae. Nas infecções por P. vivax e P. ovale, alguns 

parasitos se desenvolvem rapidamente, enquanto outros ficam em estado de latência no 

hepatócito, sendo por isso, denominados hipnozoítos. Essas estruturas são 

responsáveis pelas recaídas da doença, que ocorrem após períodos variáveis de 

incubação, podendo chegar a seis meses [17]. No fígado os esporozoítos invadem 

vários hepatócitos, culminando com a formação de um vacúolo no qual os parasitos 

irão se replicar e desenvolver [12]. Durante esta fase, os esporozoítos se diferenciam e 

passam por várias divisões esquizogônicas, formando os merozoítos. Os hepatócitos 

infectados liberam os merozoítos teciduais, possibilitando aos parasitos atingirem a 

corrente sanguínea. 

Os merozoítos invadem os eritrócitos iniciando a fase eritrocitária da infecção, 

passando por estágios de maturação bem definidos, denominados anel, trofozoíto e 

esquizonte [11]. Após a ruptura da hemácia hospedeira contendo esquizontes maduros, 

os merozoítos liberados na corrente sanguínea invadem novos eritrócitos iniciando um 

novo ciclo. A periodicidade da esquizogonia sanguínea é variável, de acordo com a 

espécie de Plasmodium, sendo 48 horas para P. vivax e P. ovale, 72 horas para o P. 

malariae e 36 a 48 horas para o P. falciparum [17].  

Essa fase esquizogônica sanguínea ou fase eritrocitária é a responsável pelo 

principal sintoma da malária no hospedeiro vertebrado, a febre regular e intermitente, 

associada ao momento da ruptura das hemácias parasitadas [17, 76].  

O ciclo de maturação do parasito é responsável por inúmeras alterações 

bioquímicas e morfológicas nos eritrócitos, como aumento na permeabilidade da sua 

membrana a diversos metabólitos, fluxo intenso de lipídeos, proteínas e íons entre o 

citoplasma e a membrana plasmática do eritrócito e um aumento no conteúdo total de 

cálcio [12-14]. Muitas destas modificações comprometem a capacidade de deformação 

da célula (Figura 4). Tal fato é agravado na infecção por P. falciparum com a 
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ocorrência de citoaderência e seqüestro de eritrócitos infectados, nas fases de 

trofozoíto ou esquizonte, em pequenos capilares sanguíneos. A obstrução do fluxo 

sanguíneo em determinados órgãos pode gerar formas clínicas graves da malária, 

como a malária cerebral [15-17, 77]. 

 

Figura 4. Morfologia dos eritrócitos. (A) células normais, (B) células infectadas com 

trofozoítos e (C) células parasitadas por esquizonte [77]. 

 

Após três a quinze dias do início dos sintomas clínicos, alguns merozoítos se 

diferenciam em gametócitos femininos, também chamados de macrogametócitos e 

masculinos ou microgametócitos, encontrados na circulação periférica dos hospedeiros 

vertebrados [17]. 

A fase sexuada ou esporogônica (hospedeiro invertebrado) tem início com a 

ingestão deste sangue contaminado contendo os gametócitos masculino e feminino 

pelas fêmeas do mosquito do gênero Anopheles [11]. No intestino médio dos vetores, 

os gametócitos se diferenciam em gametas, os quais se fundem, formando o zigoto, 

que amadurece e diferencia-se em oocineto. Os oocinetos são móveis e alojam-se entre 

o epitélio e a lâmina basal do intestino médio dos mosquitos. Em cada oocineto ocorre 

um encistamento, formando o oocisto, que em, aproximadamente, duas semanas se 

rompe liberando esporozoítos que invadem a hemolinfa do inseto. Os esporozoítos 

infectantes se acumulam nos dutos das glândulas salivares sendo inoculados no 

vertebrado durante um novo repasto sanguíneo do mosquito [11, 12]. 

 

3.1.3 Epidemiologia 

 

Mesmo sendo uma doença antiga, a malária continua sendo um dos principais 

problemas de saúde pública do mundo, uma vez queestima-se que 3,4 bilhões de 
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pessoas estão sob risco de contrair a doença. Dados da Organização Mundial da Saúde 

revelam que quase metade da população mundial está localizada em áreas de risco da 

doença, já que é endêmica em 104 países. Em 2012 cerca de 207 milhões de casos 

ocorreram no mundo, com aproximadamente 630.000 mortes. A maioria dos casos 

(80%) e de mortes (90%) ocorreu na África, onde 77 % das mortes foram de crianças 

com menos de 5 anos de idade conforme figura 5 [10,11, 19].  

 

Figura 5. – Porcentagem da população em risco de infecção da malária. Adaptado de World 

Malaria Report [20].  

 

Na América Latina, o maior número de casos é verificado na Amazônia legal, 

com registro de cerca de 300 a 400 mil casos por ano. O desenvolvimento nas décadas 

de 70 e 80 que acelerou o processo migratório nesta região o que elevou o número de 

pessoas habitando áreas de risco. Este fato, em conjunto com as precárias condições 

socioeconômicas da população migrante e o clima favorável para o desenvolvimento 

do vetor são fatores apontados como determinantes para a alta incidência de casos na 

região [11]. 

A situação atual da malária no Brasil é preocupante, embora em declínio, o 

número absoluto de casos no ano de 2008 ainda foi superior a 300.000 pacientes em 

todo o país. Desses, 99,9% foram transmitidos nos Estados da Amazônia, sendo o P. 

vivax a espécie causadora de quase 90% dos casos. Felizmente, a transmissão por P. 

falciparum, sabidamente responsável pela forma grave e letal da doença, tem 

apresentado redução importante nos últimos anos. Além disso, a frequência de 

internações por malária no Brasil também vem mostrando declínio, ficando em 1,3% 
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no ano de 2008, enquanto em 2003 era de 2,6%. A distribuição espacial do risco de 

transmissão da doença no Brasil é apresentada na figura 6 [17]. 

 

Figura 6. - Mapa do Brasil destacando as áreas de risco para malária pelos diferentes níveis 

de incidência parasitária anual. Adaptado do Guia prático de tratamento da malária no Brasil 

[17]. 
 

3.1.4 Manifestações clínicas 

 

As alterações clínicas e a gravidade da malária dependem da relação entre 

hospedeiro (vulnerabilidade e estado imunológico) e o Plasmodium spp. (espécie 

infectante e densidade parasitária). Quanto ao hospedeiro, os que se encontram mais 

vulneráveis são os primoinfectados, as gestantes e as crianças menores de 5 anos [76]. 

A malária pode resultar numa ampla variedade de sintomas, variando de 

ausentes e leves (malária não complicada) a muito graves levando até mesmo a morte 

(malária severa) dependendo da espécie de Plasmodium e das condições basais do 

indivíduo infectado [9, 11, 22] 
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Na malária não complicada, os sintomas iniciais não são específicos, como 

febre, calafrios, perda de apetite, náuseas, vômitos, dores pelo corpo e mal estar. O 

padrão característico da febre manifesta-se por picos de febre a cada dois dias (febre 

terçã) para as espécies P. falciparum, P. vivax e P. ovale ou três dias (febre quartã) 

para P. malariae [9,11, 22].  

Já a malária severa está relacionada, principalmente, com P. falciparum e 

ocorre quando as infecções são complicadas por falhas nos órgãos, graves anomalias 

no sangue ou metabolismo do paciente. Estima-se que este estágio da malária cause, 

aproximadamente 20% de mortalidade em adultos infectados, 15% em crianças e 50% 

em mulheres grávidas. As principais manifestações clínicas são coma, convulsão 

generalizada (malária cerebral), anemia normocítica severa, hipoglicemia, acidose 

metabólica com disfunção respiratória, distúrbios hidroeletrolíticos, falência renal 

aguda, edema pulmonar agudo, colapso circulatório, icterícia, hemoglobinúria, febre 

intensa, prostração e perda da consciência [9, 11, 22]. 

Os sintomas clínicos associados com a malária ocorrem na fase eritrocitária na 

presença dos parasitas assexuados. Quando o parasita desenvolve-se nos eritrócitos, 

várias substâncias residuais se acumulam, como o pigmento hemozoína e outros 

fatores tóxicos. Com o rompimento da hemácia infectada para liberar os merozoitos, a 

hemozoína e outros fatores tóxicos estimulam reações imunológicas como a ativação 

de macrófagos e células que produzem citocinas e outros fatores solúveis. Tal fato 

corrobora para produção da febre, calafrios e provavelmente influencia na 

fisiopatologia da malária grave [9, 11, 22]. 

 

3.1.5 Tratamento e mecanismo de ação dos principais antimaláricos atuais 

 

O tratamento adequado e precoce da malária é hoje o principal fundamento do 

controle da doença. O tratamento atual, embora limitado, objetiva atingir o 

Plasmodium em alguns pontos importantes do ciclo biológico. Os medicamentos 

antimaláricos podem interferir na esquizogonia sanguínea, fase responsável pelas 

manifestações clínicas da infecção; destruir as formas teciduais latentes (hipnozoítos 
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das espécies P. vivax e P. ovale); e interromper a transmissão, impedindo o 

desenvolvimento das formas sexuadas (gametócitos) [17]. 

Os fármacos antimaláricos disponíveis no mercado podem ser divididos em 

quatro classes principais: quinina e compostos relacionados, derivados da artemisinina, 

fármacos antifolato e uma quarta classe onde se enquadram fármacos diversos (Tabela 

1) [9].  

Tabela 1. Classes de fármacos antimaláricos com suas respectivas estruturas representativas. 

 

 

3.1.5. 1 Quinina e compostos relacionados 

 

A quinina isolada das cascas de Cinchona sp. em 1820, tem sido utilizada na 

medicina a mais de três séculos. Este fármaco apresenta ação esquizontocida, 

exercendo pouco efeito sobre esporozoítos ou formas exo-eritrocíticas dos parasitas da 

malária [22]. A quinina é utilizada para o tratamento da malária grave por P. 

falciparum resistentes à cloroquina ou multirresistentes [24].  

A cloroquina é uma 4-aminoquinolina sintetizada e estudada pela primeira vez 

antes da 2ª Guerra Mundial [11]. A cloroquina apresenta diversas vantagens em 
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relação aos outros antimaláricos, como baixo custo e baixa toxicidade, sendo segura 

para crianças e mulheres grávidas, as vítimas mais vulneráveis da malária. Em relação 

à atividade antimalárica, a cloroquina é ativa contra formas eritrocíticas. A cloroquina 

é um fármaco antimalárico muito útil e, ao mesmo tempo, tem seu uso diminuído em 

regiões onde há cepas de P. falciparum resistente à sua ação[23]. 

A mefloquina teve sua estrutura elucidada nos anos 1980 como substituto 

promissor da cloroquina. É um 4-quinolinometanol estruturalmente semelhante à 

quinina, potente esquizonticida sanguíneo, sem ação contra as formas hepáticas ou os 

gametócitos. Tem sua utilização restrita para prevenção e tratamento da malária 

causada por P. falciparum resistente à cloroquina e multirresistente [24-26]. 

Já a primaquina foi desenvolvida durante a Segunda Guerra Mundial e atua 

destruindo os estágios hepáticos e as formas tissulares latentes de P. vivax e P. ovale, 

tendo relevante valor clínico na farmacoterapia da malária recidiva. Podendo ser 

associada a outros fármacos antimaláricos para o tratamento da malária causada por P. 

vivax e P. ovale [11]. 

Sabe-se que os parasitos assexuados se proliferam nos eritrócitos do hospedeiro 

vertebrado digerindo a hemoglobina, gerando radicais livres e heme, tóxico ao 

parasito. O grupamento heme livre se polimeriza formando o pigmento malárico ou 

hemozoína, produto atóxico ao parasito. Os compostos quinolínicos e correlatos são 

bases fracas, concentrando-se nos vacúolos digestivos dos parasitos sensíveis, 

elevando o pH do meio, inibindo assim a atividade peroxidativa do heme e 

interrompendo sua polimerização não-enzimática. Esse fato gera a morte dos parasitos 

por lesões oxidativas ou até ação de proteases digestivas. Esta atividade está 

relacionada à prévia ligação do fármaco ao heme e posterior inibição da sua 

polimerização [9, 11, 27].  

 

3.1.5.2 Fármacos antifolato 

 

Antagonistas do folato podem atuar como excelentes esquizonticidas 

sanguíneos. Entretanto, existem relatos de casos de resistência a esses fármacos [8]. 

Muitos dos antifolatos são tóxicos ao homem e apresentam pouca tolerância quando 

administrados por via oral e para a absorção. Esses fármacos são divididos em dois 
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grupos de acordo com seus mecanismos de ação. O primeiro grupo (antifolatos do tipo 

I) inclui compostos que são competidores do ácido para-aminobenzóico (PABA), 

interrompendo a formação do ácido di-hidrofólico, necessário para a síntese de ácidos 

nucléicos, através da inibição da enzima di-hidropteroato sintase, um exemplo inclui a 

sulfadoxina. O segundo grupo de antagonistas do folato (antifolatos do tipo II) liga-se 

preferencialmente e seletivamente à enzima di-hidrofolato redutase-timidilato sintase 

(DHFR-TS) do parasita. Esta inibição interfere na habilidade do Plasmodium em 

converter o ácido di-hidrofólico em tetra-hidrofolato, cofator importante no processo 

de síntese de ácidos nucléicos e aminoácidos. Inibidores da DHFR são potentes 

agentes esquizonticidas que atuam sobre formas assexuadas do parasita. Membros 

dessa classe de antifolatos incluem a pirimetamina e a trimetoprima que atuam contra 

o P. falciparum de forma lenta, não sendo indicada para o tratamento da fase aguda da 

malária [8].  

As biguanidas têm um mecanismo de ação semelhante ao da pirimetamina e 

trimetoprima. O mais importante destes compostos, o proguanil, é um pró-fármaco que 

é metabolicamente ciclizado a cicloguanil. Este composto é pouco tóxico e é útil como 

agente profilático, destruindo parasitos durante a passagem para a corrente sanguínea 

antes que invadam as hemácias. Esse fármaco tem sido utilizado juntamente com a 

cloroquina principalmente em viajantes não-imunes à doença e em áreas onde o nível 

de resistência a essa última é moderado [8]. 

 

3.1.5. 3 Derivados da artemisinina 

 

A artemisinina e seus derivados representam uma classe de medicamentos 

antimaláricos muito importante cuja utilização tem sido intensificada nos últimos anos. 

Esta classe tem como composto base uma lactona sesquiterpenica com endoperóxido 

obtida da Artemisia annua, a artemisinina. Foram sintetizados, a partir da artemisinina 

mais cinco derivados. São eles: a diidroartemisinina, artemeter, arteeter, artesunato e 

10-deoxoartemisinina [28]. 

Em quase todos os países onde a malária é endêmica, as terapias combinadas da 

artemisinina com outros antimaláricos são primeira escolha para a farmacoterapia da 
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malária não complicada causada por P. falciparum [17, 29, 30]. Esta mudança na 

política da terapia da malária surgiu quando se percebeu um forte aumento no número 

de cepas resistentes aos antimaláricos disponíveis até então, especialmente a 

cloroquina [31]. A estrutura endoperóxido é necessária para a atividade antimalárica 

da artemisinina e seus derivados, enquanto as substituições no grupo carbonil da 

lactona aumentam acentuadamente sua potência. Esses compostos agem rapidamente 

nos estágios eritrocíticos assexuados do P. vivax e das cepas de P. falciparum 

sensíveis ou resistentes à cloroquina, bem como multirresistentes. A artemisinina atua 

mais rapidamente que outros antimaláricos, tanto na morte dos parasitos quanto na 

inibição de processos metabólicos importantes. Esta atividade é dependente da 

produção de endoperóxidos [28, 32]. Os peróxidos são uma fonte conhecida de 

espécies reativas de oxigênio tais como radicais hidroxil, superóxido, peróxido de 

hidrogênio e hidroperoxila, sendo que o radical hidroxil é um dos mais reativos, capaz 

de captar átomos de hidrogênio do grupo metileno de ácidos graxos, dando início a 

peroxidação lipídica e consequente lise da membrana celular. Esses radicais livres têm 

um papel importante no mecanismo de ação da artemisinina e seus derivados, pois a 

artemisinina é convertida em intermediários ativos após contato com o átomo de ferro, 

o que é seguido por rearranjo molecular que produz radicais com carbonos centrais 

que formam adutos covalentes com proteínas específicas do parasito [33]. Outro 

mecanismo de ação proposto para a artemisina é a inibição específica do transportador 

de Ca
++

 do retículo sarcoplasmático do Plasmodium, mas não o transportador de Ca
++

 

do hospedeiro [34]. 

 

3.1.5.4 Fármacos diversos 

 

Para ilustrar esta classe composta por diversos fármacos, é possível citar a ação 

da atovaquona, um análogo da ubiquinona que apresenta ação muito potente contra a 

malária. Este fármaco interfere no transporte de elétrons mitocondrial e nos processos 

relacionados, como a biossíntese de ATP e pirimidina nos parasitos sensíveis. Este 

fármaco é utilizado em associação com uma biguanina (proguanil) para obtenção de 

resultados clínicos ideais e evitar o desenvolvimento de cepas resistentes [8, 17]. O 

sinergismo entre o proguanil e atovaquona parece ser devido à capacidade do 
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proguanil de aumentar a atividade de colapso da membrana mitoncodrial gerado pela 

atovaquona [35]. 

 

3.1.6 Resistência 

 

A resistência dos parasitos aos fármacos antimaláricos é um fato que vem sendo 

estudado intensamente, especialmente no que diz respeito às cepas de P. falciparum e 

P. vivax. O desenvolvimento da resistência adquirida do P. falciparum às quinolinas 

antimaláricas, especialmente à cloroquina, ocorreu de forma lenta, mas hoje é bastante 

comum ao redor do mundo e particularmente nos lugares onde há grande utilização de 

fármacos antimaláricos [17, 36].  

A resistência do Plasmodium sp. pode se desenvolver através de diversos 

mecanismos, incluindo alterações na permeabilidade ou transporte e inativação do 

fármaco, ou mudanças em alvos moleculares que geram diminuição da afinidade de 

ligação do inibidor. Essas alterações são geradas inicialmente através de mutações em 

genes ligados às moléculas-alvo dos medicamentos antimaláricos. O desenvolvimento 

de resistência aos fármacos antimaláricos envolve a interação de padrões de uso destes 

produtos, características do fármaco, fatores individuais do hospedeiro humano, 

características do parasito e do vetor, bem como fatores ambientais [36]. 

Até o momento, a resistência do parasito tem sido documentada em três das 

cinco espécies de malária que infectam seres humanos: P. falciparum, P. vivax e P. 

malariae. O problema da resistência aos medicamentos antimaláricos é agravado pela 

resistência cruzada, em que a resistência a um fármaco confere resistência a outros 

fármacos que pertencem a uma mesma família química, ou que tenham mecanismos de 

ação semelhantes [37]. 

Diante desta situação, a OMS recomendou o uso de terapia combinada de 

artemisinina como tratamento de primeira linha da malária não complicada causada 

por P. falciparum [38]. No entanto, a resistência do P. falciparum está atingindo 

também a artemisinina, e foi detectada em quatro países da região do Grande Mekong: 

no Camboja, Mianmar, Tailândia e Vietnã conforme figura 7 [37, 38].  
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Figura 7. Áreas prioritárias para atividades de contenção da resistência a artemisinina. Sub-

região do Grande Mekong, 2013 [38]. 

 

3.1.7 Pesquisa de novos antimaláricos 

 

A malária atinge principalmente países com problemas sócio econômicos, 

políticos e ambientais. Os recursos financeiros aplicados em saúde nos países pobres 

geralmente são baixos, sendo insuficientes para o controle de doenças endêmicas. A 

malária representa uma séria ameaça à qualidade de vida de milhões de pessoas e 

constitui uma barreira para o crescimento econômico de diversos países [39]. 

Tratando-se de uma doença que atinge na sua maioria pessoas com baixo poder 

aquisitivo, a malária tem sofrido atraso no desenvolvimento de novos fármacos. Ora 

pela falta de investimentos públicos e privados, ora pelo desinteresse da indústria 

farmacêutica em desenvolver novos medicamentos para uma parte da população que 

não dispõe de recursos financeiros para a aquisição dos mesmos. Até 2009, eram 24 

novos fármacos que se encontravam em fase final de desenvolvimento. Sete destes 
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fármacos estão em fase pré-clínica e, no entanto, este número ainda é bastante baixo, o 

que reflete bem a situação da pesquisa de antimaláricos nos últimos anos [38]. 

Deste modo, faz-se necessário esforços para desenvolver novas classes de 

antimaláricos que sejam eficazes, seguros e de baixo custo contra as múltiplas cepas 

resistentes de Plasmodium como alternativa ao arsenal terapêutico disponível [35] 

 

3.2 Produtos naturais e novos fármacos 

 

É inegável a contribuição dos produtos naturais como fontes de diversidades 

químicas que conduziram ao isolamento e descoberta de inúmeros compostos 

utilizados na terapêutica [40-42]. Em um estudo realizado em 2011 [39], constatou-se 

que entre os anos de 2005 a 2010, do total de fármacos aprovados pelos órgãos 

regulamentadores neste período, 7 eram produtos naturais, 10 eram derivados 

semissintéticos e 2 eram fármacos derivados de produtos naturais. Estes dados, mais 

uma vez, confirmam a importância dos produtos naturais como fontes diretas ou 

modelos químicos para novos fármacos.  

 Quinina e seus derivados, atovaquona, artemisinina e seus derivados 

semissintéticos são exemplos notáveis da contribuição dos produtos naturais para o 

desenvolvimento de fármacos antimaláricos eficazes, particularmente importantes para 

o tratamento de parasitos cloroquina-resistentes [43]. 

 

3.3 Triterpenos 

 

Dentre as classes de produtos naturais utilizados na busca de novas alternativas 

para o tratamento de patologias encontram-se os triterpenos. Triterpenos são 

compostos com um esqueleto carbonado construído a partir de seis unidades de 

isopreno. Essas moléculas geralmente tetracíclicas ou pentacíclicas derivam 

biogeneticamente do esqualeno, um hidrocarboneto acíclico com trinta carbonos. Esta 

é uma vasta classe de produtos naturais cuja diversidade estrutural inclui uma larga 

disposição de grupos funcionais. Muitos compostos deste grupo possuem atividades 

biológicas, farmacológicas ou medicinais diversas, como por exemplo antiviral, 
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antifúngica, anti-inflamatória, antimicrobiana, antiprotozoária, vasoprotetora, 

antimalárica e antitumoral [44-55]. 

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado com dois triterpenos pentacíclicos: os 

ácidos ursólico (1) e betulínico (2). Estes triterpenos são, amplamente, relatados na 

literatura como moléculas bioativas frente a diversas atividades biológicas, 

destacando-se, aqui, a atividade antimalárica [3-7].  

 

3.3.1 Atividade antimalárica do ácido ursólico (1) e do LAFIS 10 (1c) 

 

Diversos estudos tem relatado a atividade antimalárica in vitro e in vivo do 

ácido ursólico e seus derivados [3-7]. Nosso grupo de pesquisa iniciou a busca de 

novos antimalárico derivados de 1 no ano de 2002 quando o composto, que era obtido 

das folhas de Ilex paraguariensis, destacou-se pela potência frente à cepa P. 

falciparum ghana com IC50= 7 μM [dados não publicados]. Neste estudo inicial os 

compostos que apresentaram atividade próxima a 5 μM, entre eles o próprio 1, foram 

submetidos a modificações estruturais visando potencializar a atividade antimalárica 

[7]. Assim, através de hibridação molecular de 1 com o grupamento bis-

aminopropilpiperazina foi obtida uma série de mais de vinte novos compostos [3, 7]. O 

planejamento destes derivados baseou-se no mecanismo de ação molecular proposto 

para a cloroquina, ou seja, interação com resíduos de heme inibindo a formação de β-

hematina [3]. Um estudo de REA (Relação Estrutura Atividade) levou a seleção de 

alguns compostos que apresentaram elevada potência in vitro frente à cepa resistente à 

cloroquina de P. falciparum FcB1, destacando-se o derivado 1c: N-{3-[4-(3-

aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilursolamida (Figura 2) (codificado como 

LAFIS 10) com IC50 = 167 nM, (IC50cloroquina= 130 nM).  

A estratégia semissintética adotada mostrou-se bastante adequada uma vez que 

partiu-se de um produto natural (1) com IC50 = 53 µM (frente à cepa FcB1) e obteve-se 

derivados semissintéticos com atividade até 600 vezes superior (IC50 = 167 nM). A fim 

de estudar o seu mecanismo de ação foram realizados testes in vitro de inibição da 

formação de β-hematina. O derivado 1c na concentração de 20 mM apresentou 46% de 

inibição da formação de β-hematina. Já a cloroquina em concentração similar 
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apresentou 97% de inibição. A capacidade de complexação com moléculas de heme 

também foi caracterizada através de simulações in silico (Figura 8) [3, 7], porém este 

parecia não ser o único mecanismo de ação envolvido na atividade.  

 

Figura 8. Complexação do derivado 1c com moléculas de heme in silico-primeiro mecanismo 

de ação proposto para o composto [3, 7]. 

Assim, foi avaliado também o mecanismo de ação sobre o transporte de íons 

Ca
++

. O aumento típico do cálcio intracelular em parasitas isolados após a adição do 

composto 1c (100 uM) e tapsigargina (THG) (10 uM) está apresentado na figura 9 a- c. 

A THG é conhecida por modular o Ca
++

 através da inibição do retículo 

sarcoendoplasmático - Ca
++

 ATPase (SERCA) [5], assim a THG foi utilizada como 

controle positivo neste experimento. O controle negativo (metanol) mostrou 

claramente que o solvente não provocou aumento de cálcio dentro dos parasitos (figura 

9a). Pelo contrário, quando THG foi adicionado depois de composto 1c, o aumento de 

cálcio foi maior do que a mobilização de cálcio convencional, observadas com o 

controle (figura 9b). Estes resultados indicaram que 1c pode modular a homeostase do 

cálcio do parasito e que isto também pode estar envolvido no mecanismo de ação do 

composto [5] 

.  
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Figura 9. Demonstração da ação de 1c sobre o transporte de Ca

++
 intracelular do parasito, 

adaptado de Innocente et al [5] segundo mecanismo de ação proposto para o composto. 

 

A citotoxicidade foi avaliada in vitro frente a culturas de células de fibroblastos 

humanos normais do tipo MRC-5, apresentando IC50 = 1,61 µM, com índice de 

seletividade de 9,6 [3]. 

 

3.3.2 Atividade antimalárica do ácido betulínico (2) e do LAFIS 13 (2c) 

 

A partir dos resultados obtidos com o composto 1c nosso grupo de pesquisa 

iniciou o ano 2010 a busca de novos derivados triterpênicos. Assim, considerando 

relatos da literatura que apontavam para a atividade antimalárica do ácido betulínico e 

considerando a similaridade estrutural com o ácido ursólico, o composto N-{3-[4-(3-

aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-acetilbetulinamida, 2c (figura 2), codificado 

como LAFIS 13, foi obtido e teve sua atividade avaliada frente a cepa sensível à 

cloroquina de P. falciparum, 3D7. A atividade encontrada correspondeu ao esperado 

com IC50 de 220 nM. Também foram realizados estudos de citotoxicidade in vitro 
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frente às células embrionárias de rim de mamíferos HEK293T, onde o 2c apresentou a 

IC50 de 4 M e índice de seletividade de 18 [5].  

Desta forma, com base nos dados apresentados, é possível afirmar que a 

necessidade da descoberta de novos fármacos antimaláricos é iminente e considerando 

os resultados obtidos até o momento com relação aos derivados 1c e 2c, este trabalho 

se propõe a dar continuidade aos estudos com estes dois compostos através da 

avaliação aprofundada de sua toxicidade in vitro e in vivo e através da avaliação da 

atividade antimalárica em modelo murino.  
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4.PARTE EXPERIMENTAL 
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4.1 Geral 

 

Os produtos químicos e reagentes foram adquiridos a partir de fornecedores 

comerciais e utilizados conforme indicação do fabricante. Os solventes foram 

destilados sob atmosfera de nitrogênio quando necessário. As reações que requereram 

condições anidras foram realizadas sob atmosfera de nitrogênio. As reações foram 

monitoradas por cromatografia de camada delgada (CCD) em placas 0,2 milímetro 

pré-revestidos de sílica gel (Merck) e visualizados, por pulverização com reagente 

anisaldeído sulfúrico e aquecimento. A evaporação e concentração dos solventes foi 

feita no evaporador rotativo padrão Büchi usando bomba de vácuo. Os espectros de 
1
H 

e 
13

C RMN foram medidos em Equipamento Varian
®

 400, usando SiMe4 (TMS) como 

padrão interno. Os espectros da região de infravermelho (IV) foram realizados em 

Perkin-Elmer FT-IR System Spectrum BX. Para leitura das absorbâncias foi utilizado 

um leitor de placas Spectramax
®

. Os deslocamentos químicos são dados com d (ppm). 

As constantes de acoplamento (J) são dadas em hertz. Solventes deuterados utilizados 

foram CDCl3 ou Metanol –d4. Padrões de desdobramento foram designados como 

segue: s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto, q = quarteto, m = 

multipleto.  

 

4.2 Semissíntese 

 

4.2.1 Derivados do ácido ursólico (1) 

 

4.2.1.1 Extração e obtenção do composto 1 

 

A matéria-prima foi obtida de cascas de Malus domestica, resíduo obtido da 

indústria de sucos Tecnovin do Brasil Ltda
®
 da cidade de Vacaria, do estado do Rio 

Grande do Sul. A torta proveniente da indústria, rica em cascas, foi seca em estufa de 

ar circulante por 24 horas a 50°C e após foi triturada em moinho de facas. Realizaram-

se extrações com água fervente para retirada dos açúcares na proporção de 1:2 de pó 

de cascas moídas:água destilada. Esse processo foi repetido cinco vezes. Após, secou-

se novamente o material em estufa de ar circulante por 24 horas a 50°C. Depois de 
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seco o material foi triturado e moído em moinho de facas, até a obtenção de um pó 

fino. O pó obtido foi pesado e submetido à extração com diclorometano seguido de 

acetato de etila sob refluxo por 2 horas na proporção de 1:6 (planta:solvente). As 

soluções extrativas orgânicas obtidas de M. domestica foram secas em evaporador 

rotatório e o resíduo submetido a um processo de cristalização com acetonitrila para a 

obtenção do ácido ursólico (1). O processo extrativo está resumido na figura 10 [4,5]. 

 

Figura 10. Fluxograma com metodologia de extração do ácido ursólico 1. 

 

4.2.1.2 Semissíntese do derivado ácido 3-O-acetilursolico (1a)  

 

O derivado ácido 3-O-acetilursolico (1a) foi preparado a partir de 1 (2g, 4,39 mmol), 

realizando-se uma reação de acetilação no C-3 (figura 1), utilizando piridina e anidrido 

acético (2,04g, 20 mmol) como previamente descrito [3-5]. 
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Figura 11. Semissíntese do derivado 1a. i : piridina, t.a., 24 hs.  

 

4.2.1.3 Obtenção do t-butil-3-[4-(3-aminopropil) piperazinilpropil]carbamato (BAPP-

BOC) 

 

A obtenção do t-butil-3-[4-(3-aminopropil) piperazinilpropil]carbamato (BAPP-

BOC) foi realizada conforme a literatura, com algumas adaptações [3-5]. A partir da 

N-1,4-(3-bisaminopropil)piperazina (BAPP) (1 eq.) solubilizada em metanol, foi 

adicionado gota a gota o regente di-t-butilcarbonato (DIBOC) (0,5 eq.) sob forte 

agitação à º0 C. A reação foi mantida por 2 horas sob agitação constante. Após o 

período transcorrido, o solvente da reação foi removido através de rotaevaporação sob 

pressão reduzida. O resíduo seco, foi ressuspendido em diclorometano e extraído até a 

exaustão com água destilada. O produto de interesse (monoprotegido BAPP-BOC) 

permanece na fase orgânica que é seca sob pressão reduzida conforme descrito na 

figura 12. A reação e purificação foram monitoradas por CCD.  
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Figura 12. Obtenção do t-butil-3-[4-(3-aminopropil)piperazinilpropil]carbamato (BAPP-

BOC). i: Metanol, BAPP, BOC, 0°C, 2h. 

 

4.2.1.4 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil) piperazinil]propil}-3-O-

acetilursolamida (1c) 

 

A uma solução de 1a (1,48 g, 3 mmol) em CH2Cl2 seco (30 mL) a 0 ° C foi 

adicionado gota a gota cloreto de oxalila (7,8 ml, 9 mmol) sob atmosfera inerte, 

agitando-se durante 3 horas à temperatura ambiente. A mistura reacional foi resfriada a 

0 ° C, e diisopropilamina (25 mL, 18 mmol) foi adicionada. Após cerca de 30 minutos, 

quando a reação já estava à temperatura ambiente o t-butil-3-[4-(3-aminopropil) 

piperazinilpropil]carbamato ( 2,7 g , 9 mmol ) foi adicionado sob atmosfera inerte. A 

reação foi extinta 24 horas após com adição de água destilada (10 mL), e a fase 

orgânica foi separada. A fase aquosa foi extraída com CH2Cl2 (3 x 30 mL). As fases 

orgânicas combinadas foram secas sobre Na2SO4, filtradas, e evaporadas sob pressão 

reduzida, obtendo-se o 1b. O resíduo bruto foi purificado e posteriormente dissolvido 

em CH2Cl2 (20 mL), acidificado com TFA a 10 % (50 ml) durante 3 horas para a 

reação de desproteção do grupamento BOC. A reação foi extinta pela evaporação do 

solvente sob vácuo, obtendo-se 1c conforme figura 13. 
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Figura 13. Obtenção do derivado semissintético 1c. i:  cloreto de oxalila, diisopropilamina, 

diclorometano, t. a., 24 hs, ii. ácido trifluoroacético, diclorometano, t.a., 3 hs. 

 

4.2.2 Derivados do ácido betulínico (2) 

 

4.2.2.1 Extração e obtenção do composto 2 

 

O material vegetal composto das cascas de Platanus acerifolia L. (Plátano) foi 

coletado na cidade de Nova Petrópolis, Rio Grande do Sul, e uma exsicata foi 

depositada no Herbário da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob o n° 

182537. O material vegetal foi submetido à secagem em estufa de circulação forçada 

de ar por 72 horas à temperatura de 36 ºC. Depois de seco o material foi triturado e 
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moído em moinho de facas, até a obtenção de um pó fino. O pó obtido foi pesado e 

submetido à extração com etanol absoluto, sob refluxo de 2 horas na proporção de 1:3 

planta:solvente. A solução etanólica obtida de P. acerifolia foi submetida à extração 

sequencial utilizando diclorometano e acetato de etila. As soluções extrativas de 

diclorometano e acetato de etila foram submetidas ao um processo de precipitação com 

metanol, obtendo-se o ácido betulínico (2) conforme figura 14 [5]. 

 

Figura 14. Fluxograma com metodologia de extração do ácido betulínico. 

 

4.2.2.2 Semissíntese do derivado ácido 3-O-acetilbetulinico (2a)  

 

Este derivado 2a foi preparado a partir de 2 (2g, 4,39 mmol), realizando-se uma 

reação de acetilação no C-3, utilizando piridina e anidrido acético (2,04g, 20 mmol) 

conforme descrito na figura 15 seguindo a metodologia da literatura [5]. 
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Figura 15. Semissíntese do derivado 2a. i : piridina, t.a., 24 has. 

 

4.2.2.3 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-

acetilbetulinamida (2c) 

 

A uma solução de 2a (1,48 g, 3 mmol) em CH2Cl2 seco (30 ml) a 0 °C foi 

adicionado gota a gota cloreto de oxalila (7,8 ml, 9 mmol) sob atmosfera inerte, 

agitando-se durante 3 horas à temperatura ambiente. A mistura reacional foi resfriada a 

0 ° C, e diisopropilamina (25 mL, 18 mmol) foi adicionada. Após cerca de 30 minutos, 

quando a reação já estava à temperatura ambiente o t-butil-3-[4-(3-

aminopropil)piperazinilpropil]carbamato (2,7 g, 9 mmol) foi adicionado sob atmosfera 

inerte. A reação foi extinta após 24 horas com água destilada (10 mL) e a fase orgânica 

foi separada. A fase aquosa foi extraída com CH2Cl2 (3 x 30 mL). As fases orgânicas 

combinadas foram secas sobre Na2SO4, filtradas, e evaporadas sob pressão reduzida, 

obtendo-se 2b que foi dissolvido em CH2Cl2 (20 mL), acidificado com TFA a 10 % 
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(50 ml) durante 3 horas para a reação de desproteção do grupamento BOC. A reação 

foi extinta pela evaporação do solvente sob vácuo, obtendo-se 2c conforme figura 16.  

 

Figura 16. Obtenção do derivado semissintético 2c. i:  cloreto de oxalila, diisopropilamina, 

diclorometano, t. a., 24 hs, ii. ácido trifluoroacético, diclorometano, t.a., 3 hs.  
 

4.3 Ensaios Biológicos 

 

4.3.1 Sangue humano 

 

As amostras de sangue periférico humano foram colhidas de doadores saudáveis 

para os ensaios de coagulação, hemólise, citotoxicidade a linfócitos e ensaio cometa. A 

Comissão de Ética da UNIPAMPA aprovou o protocolo do estudo (Nº 23081) e 

consentiu o uso das informações obtidas de todos os indivíduos que colaboraram com 

este estudo.  
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4.3.2 Animais 

 

Para os ensaios in vivo foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas com peso 

médio de 20-25 g. Os animais foram fornecidos pela Fundação Estadual de Produção e 

Pesquisa em Saúde (FEPPS) e permaneceram no biotério da Faculdade de Farmácia da 

UFRGS até o momento de sua utilização, por período não superior a 30 dias após seu 

recebimento. Os animais foram mantidos sob condições ambientais controladas como 

temperatura de 22 ± 2 ºC, ventilação, umidade, sanitização e iluminação (ciclo 12 h 

claro-escuro) adequada para roedores. Os camundongos foram mantidos em caixas de 

polipropileno com 30 X 20 X 13 cm, ocupadas com no máximo 10 animais e 

receberam ração padronizada em quantidade adequada para a manutenção de sua 

saúde, tendo livre acesso à água potável. Os métodos utilizados nos ensaios in vivo 

visaram obter o máximo de informações utilizando um número mínimo de animais, 

observando a regra dos 3Rs (56-58). Os experimentos foram aprovados pela Comissão 

de Ética no Usos de Animais (CEUA) da UFRGS, sob número 23689 (ensaios 

toxicológico) e 22188 (ensaios farmacológico). 

 

4.3.3 Avaliação da toxicidade dos derivados 1c (LAFIS 10) e 2c (LAFIS 13) in vitro 

 

4.3.3.1 Ensaios de genotoxicidade e citotoxicidade a leucócitos 

 

Isolamento de leucócitos 

 

Amostras de sangue (8ml) tiveram os leucócitos separados pela adição de 2 mL 

de dextran a 5%. As amostras de sangue foram então misturadas e mantidas à 

temperatura ambiente durante 45 minutos. O sobrenadante foi centrifugado a 3.500 

rpm durante 10 min e a camada inferior foi lavada com uma solução de lise. A camada 

inferior foi suspensa em 2 mL de solução Hank e ajustadas a 2 x 10
3
 leucócitos/ml 

com HBSS / heparina conforme metodologia de Guez e colaboradores [59]. 
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Ensaio Cometa 

 

As amostras de sangue foram analisadas em condições alcalinas, seguindo 

procedimentos de Guez e colaboradores [59]. Leucócitos periféricos foram incubados 

durante 3 horas com os derivados em 5 diferentes concentrações, 0,1, 1, 5, 10 e 50 

µM. Água destilada e H2O2 (4 mM) foram utilizados como controle negativo, e 

positivo, respectivamente. Após incubação, os leucócitos foram misturados com 

agarose de baixo ponto de fusão, a qual 90 μL foi adicionada para 15 μL de solução de 

leucócito. Esta mistura foi colocada numa lâmina de microscópio pré-revestida com 

agarose a 1,0% de ponto de fusão normal. Uma lamínula e as lâminas foram colocadas 

em gelo por 5 minutos. Após a solidificação, as lamínulas foram removidas e as 

lâminas foram imersas em solução de lise. As lâminas foram mantidas congeladas na 

solução de lise (4 °C) e ao abrigo da luz durante cerca de 14 horas. Subsequentemente, 

estas foram incubadas em tampão alcalino fresco por 20 minutos para desenrolamento 

do DNA. Eletroforese (20 minutos a 300 mA e 25 V) foi realizada no mesmo tampão, 

sendo cada estágio feito sob luz amarela indireta. Após a eletroforese, as lâminas 

foram neutralizadas em Tris 400 mM (pH 7.5), lavadas três vezes em água destilada, e 

deixadas secar durante a noite à temperatura ambiente. As lâminas secas foram 

reidratadas por 3 minutos em água destilada e então fixadas por 10 minutos, lavadas 

três vezes em água destilada e secadas durante pelo menos 5 horas. As lâminas secas 

foram reidratadas por 3 minutos em água destilada, coradas, e constantemente agitadas 

por 25 minutos. Posteriormente, as lâminas foram submersas em uma “solução de 

interrupção”, enxaguadas novamente e imediatamente identificadas para análise, sendo 

que as mesmas foram analisadas sob “condições cegas” por pelo menos duas pessoas. 

Danos ao DNA foram determinados como índices de dano ao DNA (DI), o qual foi 

calculado a partir de células em diferentes classes de danos (completamente sem 

danos: 100 células ×0 para danificadas ao máximo: 100 células ×4). 
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Citotoxicidade a Leucócitos 

 

O ensaio de viabilidade celular foi realizado conforme Guez e colaboradores 

[59]. As células foram expostas às mesmas concentrações dos derivados, durante 3 

horas, tal como no teste cometa. Após incubação, 40 mL de uma suspensão de células 

foram misturados com 30 mL de HBBS tampão e 50 mL de solução de azul de tripan a 

0,4% durante 8 min. A viabilidade celular foi determinada microscopicamente (400 ×) 

através da coloração com azul de trypan em câmara de Neubauer. 

 

4.3.3.2 Ensaios de Coagulação e Hemólise 

 

As amostras de sangue foram coletadas de 3 doadores sadios, não portadores de 

doenças hepáticas ou uso de contraceptivos orais, em presença de citrato de sódio a 

3,8%, na proporção de 9:1 e centrifugadas a 2500 g a 4°C por 15 minutos para a 

obtenção da mistura de plasmas (pool). Os ensaios foram realizados em tubos 

rigorosamente limpos, em triplicata através de técnica manual, utilizando kits 

comerciais da marca Labtest
®
 (APTT Hemostasis Ref. 502, PT Hemostasis Ref. 501). 

 

Tempo de Protrombina (TP) 

 

A atividade foi realizada utilizando-se 100 μL do pool de plasma a ser medido 

incubado com diferentes concentrações dos derivados (100, 50 e 10 µM) diluídos em 

água Milli-Q com 1 % de DMSO. Esta mistura foi incubada por 10 minutos em banho-

maria a 37°C. Em seguida, 200 μL de solução de trombina (previamente aquecida a 

37ºC) foi adicionada e o cronômetro disparado imediatamente. A mistura foi agitada 

suavemente e mantida a 37ºC por 9 segundos. Na sequência, o tubo foi removido e 

inclinado sucessivamente em intervalos menores que 1 segundo a fim de observar a 

formação de um coágulo que interrompe a movimentação do líquido, momento no 

qual o cronômetro é parado e o tempo registrado. O período máximo de observação é 

de 165 segundos. 
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Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) 

 

A atividade foi realizada utilizando 100 μL do pool de plasma a ser medido 

incubado em diferentes concentrações dos derivados (100, 50 e 10 µM) diluídos em 

água Milli-Q com 1 % de DMSO. Esta mistura foi incubada por 10 minutos em banho-

maria a 37°C. Posteriormente, 100 μL do reagente 1 do Kit de TTPA foi adicionado e 

incubado por 5 minutos. Em seguida, 100 μL do reagente 2 do Kit de TTPA é 

adicionado ao tubo a fim de observar a formação de um coágulo que interrompe a 

movimentação do líquido, momento no qual o cronômetro é parado e o tempo 

registrado. O tempo foi cronometrado por 110 segundos.   

 

Atividade coagulante  

 

A atividade foi avaliada utilizando-se 200 μL do pool de plasma humano 

citratado incubado em diferentes concentrações dos derivados (100, 50 e 10 µM) 

diluído em água Milli-Q com 1 % de DMSO. Esta mistura foi incubada por 9 segundos 

em banho-maria a 37°C e o tempo de formação da rede de fibrina foi cronometrado. 

Cada concentração foi testada em triplicata. O período máximo de observação para a 

formação da rede de fibrina foi de 5 minutos, se não houver formação de rede fibrina 

nesse tempo, a molécula é considerada sem atividade coagulante [60]. 

 

Atividade Hemolítica 

 

O ensaio hemolítico foi realizado de acordo com Cargnin. et al [61] com algumas 

adaptações. Sangue periférico humano de voluntários saudáveis foi coletado com 

solução de Alsever (1:1) e centrifugado a 2000 rpm durante 5 min. A fração de 

eritrócitos foi lavada três vezes com PBS (pH 7,0) e ressuspendida em PBS para gerar 

uma suspensão com hematócrito de 1,0 %. Em microtubos os derivados foram 

dissolvidos em DMSO e água Milli-Q a fim de obter uma concentração final de 100, 

50 e 10 µM. Os microtubos foram incubados a 37 ° C sob agitação horizontal, durante 

1 hora e, em seguida, centrifugados a 3000 rpm durante 5 min. A absorbância do 
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sobrenadante foi medida em 540 nm. O experimento foi realizado em triplicata, e a 

porcentagem de hemólise foi calculada em comparação com 100 % de hemólise 

atribuído a ação de Triton-X100 1%.  

 

4.3.4 Avaliação da atividade biológica dos compostos 1c (LAFIS 10) e 2c (LAFIS 13) 

in vivo 

 

4.3.4.1 Atividade antimalárica in vivo 

 

Ensaio supressivo de 4 dias  

 

Conforme Fidock e colaboradores [62], os derivados 1c e 2c tiveram a atividade 

antimalárica avaliada in vivo frente à cepa de Plasmodium berghei ANKA (4º 

passagem), originalmente fornecida pelo Instituto de Medicina Tropical da 

Universidade de São Paulo (USP-SP). Camundongos fêmeas BALB/c foram 

infectados com 200 µL de suspensão do sangue infectado através da via 

intraperitoneal, com um inoculo de 10
6
 hemácias parasitadas no dia 0 da infecção. Os 

animais foram divididos em 8 grupos de 6 animais cada. As doses utilizadas do 

derivado 1c foram de 125, 60, 30 e 15 mg/kg; do derivado 2c foram de 125 e 60 

mg/kg;e do grupo cloroquina de 30 mg/kg; sendo queo grupo controle recebeu solução 

salina com DMSO 5%). Os fármacos foram administrados uma vez ao dia, por via 

intraperitoneal, durante 4 dias, após a infecção. O processo infeccioso induzido nos 

camundongos foi acompanhado por 14 dias pela determinação da parasitemia por 

hemoscopia, através de esfregaço em camada delgada de sangue coletado da porção 

terminal da cauda dos animais sob coloração de Giemsa. A parasitemia foi 

determinada pelo quociente entre o número de hemácias infectadas e totais, expresso 

em percentagem de hemácias parasitadas, após contagem de 5000 eritrócitos totais ou 

250 parasitados. A visualização das formas parasitadas foi realizada em microscópio 

ótico (imersão de óleo, 1000x). A eficácia antimalárica foi avaliada pelo nível de 

parasitemia, a atividade, o tempo médio de sobrevivência e a taxa de sobrevivência 

dos animais por até 4 semanas após a inoculação do parasito.  
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O percentual médio de atividade antimalárico é dado por: 100-[(média da 

parasitemia tratamento/média da parasitemia controle)x100].  

A dose efetiva para 50% do efeito máximo (ED50) e a dose  efetiva (Emax) foram 

calculadas através de modelo Emax hiperbólico.  

 

4.3.4.2 Toxicidade aguda 

 

A toxicidade aguda foi avaliada em conformidade com as diretrizes da OECD 

Protocolo - 423. De acordo com as diretrizes da OECD o ensaio iniciou com a dose 

2000 mg/kg. Os derivados foram administrados nos animais por via intraperitoneal, e 

após a administração, os animais foram avaliados quanto a sinais de toxicidade, 

durante 72 horas. A observação foi contínua durante 14 dias. Após este período de 

observação, os animais sobreviventes foram anestesiados com quetamina:xilazina via 

intraperitoneal nas doses de 100:10 mg/kg respectivamente, com volumes 

administrados de 1 l/g para quetamina 10% e 0,5 l/g para xilazina 2 %. A eutanásia 

dos animais foi realizada por exanguinação, que consiste em realizar uma punção 

cardíaca até se obter a sangria total. O sangue coletado, os órgãos e tecidos retirados 

foram utilizados para análises subsequentes [63-65, 74]. 

 

Avaliação de parâmetros bioquímicos e hematológicos 

 

A partir do sangue coletado no 14º dia dos animais submetidos ao ensaio de 

toxicidade foram analisados diversos parâmetros bioquímicos e hematológicos, 

visando a observação de possíveis danos ou toxicidade após o tratamento com as 

moléculas sintetizadas. Os parâmetros hematológicos avaliados foram: a contagem de 

eritrócitos, hemoglobina (HGB), hematócrito (HCT), volume corpuscular médio 

(MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH), concentração corpuscular média de 

hemoglobina (MCHC), variação da distribuição das hemácias (red cell distribution 

width - RDW), contagem de leucócitos totais (WBC), plaquetas (PLT), volume 

plaquetário médio (MPV) e variação da distribuição das plaquetas (PDW). 
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Na avaliação bioquímica foram medidos os níveis plasmáticos de creatinina, 

uréia, ácido úrico, alanina-transaminase (ALT), proteínas totais, triglicerídeos, 

colesterol total e a fração HDL-colesterol. Estas análises foram realizadas através de 

Kits comerciais em semi-automação no Laboratório de Análises Clínicas da Faculdade 

de Farmácia da UFRGS.  

 

Análise macroscópica e massa relativa dos órgãos 

 

Os órgãos (fígado, rins, coração e cérebro) dos animais submetidos aos ensaios 

de toxicidade foram coletados no 14º dia após a exposição ao derivado 2c para 

avaliação macroscópica de danos e da massa relativa. 

 

4.4 Análise Estatística 

 

As comparações entre as médias foram realizadas através da ANOVA, seguida do 

pós-teste de Tukey. Valores de p menores que 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Nas curvas de sobrevivência (Kaplan-Meier) os 

resultados foram analisados por Log-rank (Mantel-Cox). Os dados foram analisados 

com o auxílio do software GraphPad Prism
®

 versão 5.01. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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5.1 Extração e semissíntese dos derivados semissintéticos 

 

5.2.1 Extração do precursor 1 

 

A Malus domestica é uma árvore frutífera muito comum do estado do Rio 

Grande do Sul, especialmente na micro-região dos Campos de Cima da Serra. Seu 

fruto, a maçã gala, é largamente empregado na indústria alimentícia, especialmente de 

sucos e geleias. A produção de suco se dá através de um processo que inicia pela 

seleção das frutas e trituração em moinho para obtenção da polpa, também chamada de 

purê. Em seguida o purê sofre duas prensagens para a extração completa do suco e 

para a separação da matéria seca em cascas e sementes restando deste processo um 

resíduo identificado como torta. 

A eliminação de subprodutos é um grande problema enfrentado pela indústria 

alimentícia no mundo inteiro. Atualmente, há a tendência em explorar estes 

subprodutos como fonte para novos compostos químicos, porém esta prática é pouco 

relatada no Brasil. 

A torta produzida a partir do processo de obtenção de suco de maçã é 

descartada pela indústria e vem sendo empregado apenas como adubo agrícola. Neste 

sentido, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando e otimizando a extração do 

precursor 1 a partir deste resíduo da indústria.   

O precursor 1 foi obtido como um sólido branco em forma de pó. A extração foi 

realizada com solventes de polaridades crescentes. Iniciou fazendo-se uma extração 

aquosa exaustiva para a remoção dos açúcares presentes em grande quantidade na 

fruta. O processo foi otimizado e a remoção completa do conteúdo glicosídico se deu 

depois de cinco extrações. Após, o material vegetal, livre de açúcares, foi submetido a 

refluxo com diclorometano para a remoção de ceras e, finalmente, empregou-se 

acetato de etila para a obtenção de AU com rendimento de 2%, após recristalização, a 

partir do peso seco. 

A elucidação estrutural de 1 (Figura 17) foi realizada em comparação com 

dados já descritos na literatura [3,5], destacando-se os sinais diagnósticos: 

Os resultados e discussão apresentados neste trabalho foram suprimidos tendo em vista 

que os mesmos estão em fase de submissão a periódicos.  
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No espectro de IV uma banda larga em 2915cm
-1

 atribuída à presença da 

hidroxila da posição C-3 e C-28 uma banda intensa em 1689cm
-1

 atribuída à carbonila 

em C-28, ainda, em 1461cm
-1

 (C-O), em 1385cm
-1

 (C-H) e 1030cm
-1

 (C-O-H).  

No espectro de 
1
H RMN: um tripleto em 5,29 ppm (1H) referente ao CH-12; 

um duplo dupleto em 3,2ppm (1H) referente ao CH-3; e cinco simpletos na região de 

1,05 a 0,95ppm referente aos hidrogênios das metilas do esqueleto triterpênico: 1,06 

(3H, s, CH3-27); 1,05 (3H, s, CH3-26); 0,98 (3H, s, CH3-23); 0,96 (3H, s, CH3-24); 

0,95 (3H, s, CH3-25).  

No espectro de 
13

C RMN: 30 sinais na região entre 180 e 15ppm com destaque 

para um sinal em 180,3ppm atribuído ao C-28; em 123,0 ppm um sinal atribuído ao C-

12; e em 78,6ppm um sinal referente ao C-3. 

 

Figura 17. Estrutura química do precursor 1. 

 

5.2.1 Extração do precursor 2 

 

Platanus ocerifolia é uma árvore da família Platanaceae. É a variedade mais 

comum na Europa Ocidental. No Brasil é conhecido como Plátano e é utilizado com 

árvore ornamental na arborização de ruas, parques e praças, bem como pela qualidade 

de sua madeira empregado na carpintaria, fabricação de móveis e pisos, sendo também 

utilizado como quebra-vento [66]. 
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A extração do precursor 2 a partir das cascas de uma planta exótica e de fácil 

cultivo representa um fator positivo, visto que reduz o custo de obtenção do 2 utilizado 

na investigação de diversas atividades biológica, assim como na síntese de diversos 

derivados. Além disso, a coleta das cascas de Plátano não gera prejuízo à planta, pois a 

perda periódica das cascas é um evento natural desta espécie vegetal.  

O precursor 2 foi obtido a partir das cascas do Plátano submetidas a extração 

com diferentes solventes e posterior precipitação com metanol absoluto, obtendo-se o 

precursor 2 com rendimento em torno de 1%.  

A elucidação estrutural do precursor 2 (Figura 18) foi realizada conforme a 

literatura [4,5], destacando-se os sinais diagnósticos.  

No espectro de IV: uma banda larga em 2916 cm
-1

 correspondente a presença 

da hidroxila na posição C-3 e C-28, uma banda intensa em 1683 cm
-1

 caracterizando a 

presença da carbonila em C-28 e ainda uma outra banda em 1030 cm
-1

 atribuída ao 

estiramento C-O-H do C-3. 

No espectro de 
1
H RMN: um dupleto em 4,92ppm (1H) referente CH-29; um 

dupleto em 4,58ppm (1H) referente ao C-29; um duplo dupleto em 3,47ppm (1H) 

referente ao CH-3 e seis simpletos na região de 1,54 a 0,94 ppm referente aos 

hidrogênios das metilas do esqueleto triterpênico: 1,54 (3H, s, CH3-30); 1,04 (3H, s, 

CH3-23); 1,02 (3H, s, CH3-24); 0,99 (3H, s, CH3-25); 0,96 (3H, s, CH3-27); 0,94 (3H, 

s, CH3-26).  

No espectro de 
13

C RMN: 30 sinais na região entre 178,7 e 15ppm com 

destaque para um sinal em 178,7 ppm atribuído ao C-28; em 150,9 ppm atribuído ao 

C-29, em 108,8ppm correspondente ao C-20 e em 78,6 ppm um sinal referente ao C-3. 
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Figura 18. Estrutura química do precursor 2. 

 

Na obtenção dos derivados semissintéticos 1a e 2a a semissíntese foi realizada a 

partir de seus precursores 1 e 2 respectivamente, realizando-se uma reação de 

acetilação no C-3, utilizando diclorometano e anidrido acético em conformidade com 

os dados da literatura [3, 5], com rendimentos superiores a 90% em ambos os casos. 

A elucidação estrutural foi realizada conforme a literatura [3, 5]. O derivado 1a 

(Figura 19) apresentou os seguintes sinais diagnóstico: 

No espectro de IV: uma banda em 2923 cm
-1 

correspondente a hidroxila ligada 

ao C-28, uma banda em 1733 cm
-1 

atribuída à carbonila formada a partir da acilação do 

C-3, uma banda em 1684 cm
-1 

referente à carbonila ligada ao C-28, duas bandas uma 

em 1456 cm
-1 

e outra em 1365 cm-
1
 correspondente aos estiramentos C-O dos C-3 e C-

28, uma banda em 1245 cm
-1 

atribuída ao estiramento C-O-C em C-3 e uma banda em 

1032 cm
-1 

correspondente à hidroxila ligada ao C-28.  

No espectro de 
1
H RMN: um tripleto em 5,29 ppm (1H) referente ao CH-12; 

um duplo dupleto referente ao CH-3 em 4,5ppm (1H); um simpleto em 2,21 ppm (3H) 

referentes a CH3-32 e cinco simpletos na região de 1,04 a 0,96ppm referente aos 

hidrogênios das metilas do esqueleto triterpênico: 1,04 (3H, s, CH3-27); 1,03 (3H, s, 

CH3-26); 1,02 (3H, s, CH3-23); 0,99 (3H, s, CH3-24) e 0,96 (3H, s, CH3-25. 

No espectro de 
13

C RMN: 32 sinais na região entre 180,3 e 16,2ppm com 

destaque para um sinal em 180,3ppm atribuído ao C-28; em 170,2ppm referente ao C-
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31; em 123,0 ppm um sinal atribuído ao C-12; em 80,6ppm um sinal referente ao C-3 e 

em 21,2ppm um sinal referente ao C-32.  

 

 

Figura 19. Estrutura química do 1a. 

 

O derivado 2a (Figura 20) apresentou os seguintes sinais diagnóstico: 

No espectro de IV: uma banda em 2938 cm
-1 

correspondente a hidroxila ligada 

ao C-28, uma banda em 1732 cm
-1 

atribuída à carbonila formada a partir da acilação do 

C-3, uma banda em 1692 cm
-1 

referente à carbonila ligada ao C-28, duas bandas uma 

em 1487 cm
-1 

e outra em 1362 cm-
1
 correspondente aos estiramento C-O dos C-3 e C-

28, uma banda em 1244 cm
-1 

atribuída ao estiramento C-O-C em C-3 e uma banda em 

1022 cm
-1 

correspondente à hidroxila ligada ao C-28.  

No espectro de 
1
H RMN: um dupleto em 4,65ppm (1H) referente CH-29; um 

dupleto em 4,45ppm (1H) referente ao C-29, um dulo dupleto em 4,2ppm (1H) 

referente ao CH-3, um simpleto em 2,21 ppm (3H) referente ao CH3-32 e seis 

simpletos na região de 1,3 a 0,96 ppm referente aos hidrogênios das metilas do 

esqueleto triterpênico: 1,3 (3H, s, CH3-30); 1,04 (3H, s, CH3-23); 1,02 (3H, s, CH3-

24); 0,99 (3H, s, CH3-25); 0,97 (3H, s, CH3-27); 0,96 (3H, s, CH3-26).  

No espectro de 
13

C RMN: 32 sinais na região entre 179,2 e 16,1ppm com 

destaque para um sinal em 179,2ppm atribuído ao C-28; em 170,6ppm atribuído ao C-
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31, em 167ppm atribuído ao C-29, em 109,94ppm correspondente ao C-30, em 

80,93ppm um sinal referente ao C-3 e 21ppm atribuído ao C-32. 

 

Figura 20. Estrutura química do 2a. 

 

5.2.3 Obtenção dos derivados semissintéticos 1c e 2c 

 

A obtenção dos derivados 1c e 2c foi realizada através de acoplamento 

peptídico entre a porção ácida (C-28) dos derivados 1c e 2c e a amina primária livre do 

t-butil-3-[4-(3-aminopropil) piperazinilpropil]carbamato, previamente obtido. Esta 

reação envolve 3 etapas, acontece em atmosfera inerte e exige habilidade e minúcia do 

manipulador. Apesar de alcançar rendimentos de 80%, está reação é delicada e de 

difícil purificação. Os derivados 1c e 2c foram elucidados estruturalmente com base 

nos dados já publicados [3,5] pelo nosso grupo de pesquisa, destacando os sinais 

diagnósticos a seguir.  

O derivado 1c (Figura 21) apresentou os seguintes sinais diagnóstico: 

No espectro de IV: uma banda em 3385 cm
-1

, referente ao NH2, uma banda em 

1740 cm
-1 

atribuída à carbonila formada a partir da acilação do C-3, uma banda em 

1673 cm
-1 

referente à carbonila ligada ao C-28, duas bandas uma em 1456 cm
-1 

e outra 

em 1365 cm-
1
 correspondente aos estiramentos C-O dos C-3 e C-28, uma banda em 
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1246 cm
-1 

atribuída ao estiramento C-N em C-28 e uma banda em 1032 cm
-1 

correspondente à hidroxila ligada ao C-28.  

No espectro de 
1
H RMN: um simpleto em 6,55ppm (1H) referente ao C-28-NH 

um tripleto em 5,29ppm (1H) referente ao CH-12; um duplo dupleto em 4,5ppm (1H) 

referente ao CH-3, um multipleto em 3,4ppm (2H) referente ao C-28-NH-CH2, um 

multipleto em 3,1ppm (2H) referente ao CH2-CH2-NH2,; um simpleto em 2,21ppm 

(3H) referentes a CH3-32 e cinco simpletos na região de 1,3 a 0,96ppm referente aos 

hidrogênios das metilas do esqueleto triterpênico: 1,3 (3H, s, CH3-27); 1,04 (3H, s, 

CH3-26); 0,99 (3H, s, CH3-23); 0,99 (3H, s, CH3-24) e 0,99 (3H, s, CH3-25. 

No espectro de 
13

C RMN: 42 sinais na região entre 180,3 e 16ppm com 

destaque para um sinal em 180,3ppm atribuído ao C-28; em 170,9ppm atribuído ao C-

31, em 124,8ppm atribuído ao C-12 em 80,8ppm um sinal referente ao C-3, em 54,5 

ppm referente à piperazina, em 48,9ppm referente a CH2-CH2-piperazina, em 49,1ppm 

referente a piperazina- CH2-CH2, em 39,5 referente a NH-CH2-CH2 e 21ppm atribuído 

ao C-32. 

 

Figura 21. Estrutura química do 1c. 

 

O derivado 2c (Figura 22) apresentou os seguintes sinais diagnóstico: 

No espectro de IV: uma banda em 3410 cm
-1

 referente ao NH2, uma banda em 

1740 cm
-1 

atribuída à carbonila formada a partir da acilação do C-3, uma banda em 

1688 cm
-1 

referente à carbonila ligada ao C-28, duas bandas uma em 1455 cm
-1 

e outra 

em 1379 cm-
1
 correspondente aos estiramentos C-O dos C-3 e C-28, uma banda em 
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1199 cm
-1 

atribuída ao estiramento C-N em C-3 e uma banda em 1032 cm
-1 

correspondente à hidroxila ligada ao C-28. 

No espectro de 
1
H RMN: um dupleto em 4,67ppm (1H) referente CH-29; um 

dupleto em 4,65ppm (1H) referente ao C-29, um duplo dupleto em 4,2ppm referente 

ao CH-3 (1H), um multipleto em 3,69ppm (2H) referente ao C-28-NH-CH2, um 

multipleto em 3,16ppm (2H) referente ao CH2-CH2-NH2,; um simpleto em 2,06 ppm 

(3H) referentes a CH3-32 e seis simpletos na região de 1,3 a 0,96ppm referente aos 

hidrogênios das metilas do esqueleto triterpênico: 1,3 (3H, s, CH3-27); 1,04 (3H, s, 

CH3-26); 0,99 (3H, s, CH3-23); 0,97 (3H, s, CH3-24); 0,96 (3H, s, CH3-25); e 0,96 

(3H, s, CH3-30). 

No espectro de 
13

C RMN: 42 sinais na região entre 185 e 15ppm com destaque 

para um sinal em 185ppm atribuído ao C-28; um sinal em 175ppm referente aoC-31, 

em 138,3ppm atribuído ao C-29, em 126ppm correspondente ao C-20, em 78,1ppm um 

sinal referente ao C-3, em 55,52 ppm referente à piperazina, em 47,9ppm referente a 

CH2-CH2-piperazina, em 48,9ppm referente a piperazina- CH2-CH2, em 39,5 referente 

a NH-CH2-CH2 e 20,99ppm atribuído ao C-32. 

 

 

Figura 22. Estrutura química do 2c. 
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5.2 Ensaios Biológicos in vitro 

 

5.2.1 Ensaios de geno e citotoxicidade em leucócitos 

 

Os estudos de genotoxicidade são ensaios que buscam detectar o potencial das 

substâncias sob investigação de causar mutações gênicas e alterações cromossômicas. 

No ensaio cometa as células são aplicadas em um gel de agarose sobre uma lâmina de 

microscópio e a seguir lisadas e submetidas a um campo elétrico em tampão alcalino. 

A presença de quebras simples, sítios lábeis alcalinos e crosslinks resultantes da ação 

de compostos genotóxicos, altera a estrutura do DNA das células, que normalmente 

está enovelado e fortemente compactado, causando relaxamento em partes da 

biomolécula que migra em direção ao ânodo. Desta forma, após aplicação de corantes 

específicos, pode‐se visualizar em microscópio de fluorescência a migração do DNA, 

que se assemelha a um cometa [67]. Seguindo esta técnica, este trabalho buscou 

avaliar possíveis danos causados ao DNA pelos derivados 1c e 2c.  

A avaliação da citotoxicidade em leucócitos foi realizada visto que é uma etapa 

que precede o ensaio cometa e que também pode contribuir para o melhor 

entendimento dos mecanismos citotóxicos dos derivados 1c e 2c, quando for o caso. 

Ainda é importante ressaltar, que a avaliação da citotoxicidade em leucócitoss é uma 

avaliação diferenciada quando comparada à culturas de células contínuas, já que avalia 

a citotoxicidade em uma cultura primária humana, obtendo-se assim condições mais 

parecidas com as encontradas in vivo [68]. 

 

5.2.1.1 Ensaio Cometa 

 

Os resultados do ensaio cometa para os compostos LAFIS 10 (1c) e LAFIS 13 

(2c) estão demonstrados nas figuras 23 e 24, respectivamente. 

A figura 23-A mostra a porcentagem de células viáveis nos ensaios de 

citotoxicidade em leucócitos. Os grupos referentes aos controles negativo e as 

concentrações 0,1; 1; 5 e 10 µM do derivado 1c, apresentam 100% de viabilidade, não 

demonstrando sinais de citotoxicidade nas condições e concentrações avaliadas. Já nos 

grupos H2O2 (controle positivo) e 50 µM do derivado 1c a viabilidade observada foi 
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inferior a 100%, com diferença estatística quando comparada ao controle negativo. 

Ainda os grupos H2O2 e 50 µM do derivado 1c não apresentaram diferença estatística 

entre si, fato que corrobora para inferir que ambos os grupos possuem atividade 

citotóxica semelhante nessas concentrações.  

Segundo dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa [3,7], o derivado 1c possui 

IC50 de 167 nM no ensaio de atividade antimalárica in vitro em cepa FcB1 de P. 

falciparum. Levando-se em consideração este dado, é possível inferir que o derivado 

(1) possui baixa toxicidade frente a linfócitos, uma vez que uma pequena perda na 

viabilidade celular ocorre somente em uma concentração 300 vezes maior que o valor 

de IC50 no ensaio de atividade antimalárica in vitro.  

De acordo com Guez e colaboradores [59], a alta viabilidade é uma condição 

prévia para a realização do ensaio do cometa. Portanto, nossos resultados 

proporcionaram as condições adequadas para realização deste ensaio. Na figura 23-B é 

possível observar danos de baixo nível gerados pelo derivado 1c em altas 

concentrações neste ensaio. Não houve diferença estaticamente significativa nas 

concentrações 0,1; 1 e 5 µM, quando comparadas ao controle negativo. Embora os 

índices de danos apresentados nas concentrações de 10 e 50 µM sejam maiores do que 

o controle negativo, estas concentrações causaram danos substancialmente menores do 

que os observados no controle positivo.  

Está bem documentado na literatura que as mutações genéticas agem por 

diferentes etapas no processo de carcinogênese e alguns testes, como o teste cometa, 

identificam agentes genotóxicos e substâncias com riscos potenciais para a saúde 

humana [67]. Os resultados observados neste trabalho sugerem que o derivado 1c não 

fornece prejuízo significativo para a estrutura genética das células de leucócitostos, 

especialmente nas concentrações de 0,1; 1 e 5 µM, uma vez que os fragmentos de 

DNA não formam o “cometa”. Os dados indicam baixa genotoxicidade para as 

diferentes concentrações de DNA leucocitário humano nas condições experimentais 

testadas. 
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Figura 23. Citotoxicidade e dano ao DNA do derivado 1c. (A) Viabilidade células frente a 

leucócitos. (B) Avaliação da genotoxicidade. Controle negativo = água destilada, H2O2 = 

controle positivo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Tukey. 

***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, comparando com o grupo controle. 
###

p<0,001, 
##

p<0,01 e 
#
p<0,05, comparando com o grupo H2O2. 

 

Quanto ao derivado 2c, a figura 24-A mostra que para os controles negativos e 

para a concentração 0,1 µM do derivado 2c a porcentagem de células viáveis desses 

grupos foi 100%, não demonstrando serem citotóxicos nas condições avaliadas. Já nos 

grupos H2O2 e nas concentrações de 1; 5; 10 e 50 µM do derivado 2c a viabilidade 

observada foi inferior a 100%, com diferença significativa quando comparada ao 

grupo controle negativo. Segundo dados da literatura [5], o derivado 2c possui IC50 de 

175 nM frente à cepa de P. falciparum 3D7, levando-se em consideração este dado é 

possível inferir que o derivado 2c possui relativa toxicidade frente a leucócitos, uma 

vez que uma pequena perda na viabilidade celular ocorre já na concentração de 1 µM, 

que é em torno de 5x maior que o IC50 do derivado 2c.  

Na figura 24-B é possível observar baixos níveis de dano ao DNA gerados pelo 

derivado 2c. Não houve diferença estaticamente significativa na concentração de 0,1; 

1; 5 e 10 µM, quando comparadas ao controle negativo. Embora o índice de dano 

apresentado na concentração de 50 µM seja maior do que o controle negativo, essa 

concentração causou danos bem inferiores aos do controle positivo H2O2. 

Mutações genéticas agem por diferentes etapas no processo de carcinogênese e 

alguns testes, como o teste cometa, identificam agentes genotóxicos e substâncias com 

riscos potenciais para a saúde humana. Os resultados observados neste trabalho 
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sugerem que o derivado 2c fornece leve prejuízo para a estrutura genética dos 

leucócitos, especialmente na concentração de 50 µM. Os dados indicam baixa 

genotoxicidade para as diferentes concentrações de DNA leucocitário humano nas 

condições experimentais testadas. 

 

Figura 24. Citotoxicidade e dano ao DNA do derivado 2c. (A) Viabilidade células frente a 

leucócitos. (B) Avaliação da genotoxicidade. Controle negativo= água destilada, H2O2 = 

controle positivo. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Tukey.  

***p<0,001, 
**

p<0,01, *p<0,05, comparando com o grupo controle. 
###

p<0,001, 
##

p<0,01 e 
#
p<0,05, comparando com o grupo H2O2. 

 

É possível afirmar ainda, com base nos ensaios realizados, que o derivado 2c 

apresenta um grau, relativamente maior de citotoxicidade e dano ao DNA, quando 

comparado ao derivado 1c. Estes dados corroboram com os ensaios de toxicidade in 

vivo, descritos mais detalhadamente a seguir, onde o derivado 2c apresentou maior 

toxicidade. 

 

5.2.2 Ensaios de Coagulação 

 

5.2.2.1 Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada 

(TTPA) 

 

O tempo de Protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada 

(TTPA), são testes de coagulação globais usados para avaliar o sistema de coagulação. 

O TP é um teste utilizado para avaliar a via extrínseca e a via comum de coagulação, 

ou seja, os fatores VII, X, V, II e o fibrinogênio. Já o TTPA é um teste utilizado para 
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avaliar a via intrínseca (fatores XII, XI, IX e VII) e de fatores da via comum (X, V, II 

e fibrinogênio).  

Nos ensaios realizados neste estudo, tanto o derivado 1c, quanto o derivado 2c 

não alteraram significativamente o tempo de protrombina em relação ao grupo 

controle conforme demostram as figuras 25 –A e C. Estes dados nos levam a sugerir 

que estes derivados não têm influência sobre a via extrínseca de coagulação.  

 

Figura 25. Ensaios de coagulação dos compostos 1c e 2c: (A) e (C) Tempo de Protrombina 

(TP) em segundos; (B) e (D) Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) em 

segundos. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Tukey. * p<0,05, 

comparando com o grupo controle. 
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Já para a análise de TTPA, ambos os derivados diminuíram significativamente o 

tempo de tromboplastina parcial ativada na maior concentração analisada, 100 µM, 

conforme demostram as figuras 25 B e D. Várias deficiências de fatores de coagulação 

ou uso de anticoagulantes são conhecidos por prolongar o tempo destes ensaios. 

Porém, um pouco menos comum, são resultados abaixo dos valores de referência, 

neste caso, valores inferiores ao do grupo controle negativo. Segundo dados da 

literatura [69-71] a diminuição do TTPA pode estar relacionada a um estado de 

hipercoagulabilidade. 

Alguns estudos fornecem evidências de que TTPA curto pode estar relacionado 

com uma maior incidência de tromboembolismo e principalmente tromboses venosas. 

Segundo Korte e colaboradores [69] a hipercoagulabilidade relacionada ao TTPA 

curto é evidenciada por um aumento da geração de trombina. Assim, é possível sugerir 

que os derivados 1c e 2c podem estar envolvidos com fatores da via intrínseca e/ou 

comum, ou ainda com o aumento de trombina. Tais dados corroboram com evidências 

clínicas observadas nos ensaios toxicológicos in vivo descritos a seguir, quando nas 

maiores doses testadas (2000, 300 mg/kg) os animais demonstraram sinais de 

toxicidade sobre hemodinâmica.  

 

5.2.2.3 Atividade coagulante  

 

No teste realizado a atividade coagulante é caracterizada pelo imediato 

aparecimento da rede de fibrina em plasma incubado por 9 segundos juntamente com a 

substância em análise e posterior observação por 5 minutos [60]. Não foi observada 

atividade coagulante dos derivados 1c e 2c nas concentrações avaliadas (10, 50 e 100 

µM). O período máximo de observação foi de 5 minutos, e não houve formação de 

rede fibrina nesse tempo, assim, as moléculas foram consideradas sem atividade 

coagulante nas condições avaliadas.  

 

5.2.2.4 Atividade Hemolítica 

 

Hemólise é a destruição dos glóbulos vermelhos do sangue por rompimento da 

membrana plasmática com liberação da hemoglobina [72]. Este é um fenômeno que 
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em ensaios in vitro pode ser relacionado à toxicidade de compostos químicos. O ensaio 

de hemólise foi realizado conforme Cargnin e colaboradores [61]. Ambos os derivados 

1c e 2c apresentaram atividade hemolítica dose-dependente nas concentrações 

avaliadas (10 a 100 µM), apresentando diferença significativa em relação ao grupo 

controle positivo (Triton 1%), conforme demostra a figura 26. 

 

Figura 26. Atividade hemolítica dos derivados 1c (A) e 2c (B). Os resultados foram 

analisados por ANOVA seguido por Tukey. *** p<0,001, comparando com o grupo controle. 
 

Tais resultados podem ser explicados pela estrutura química dos compostos 

avaliados, a qual se caracteriza por possuir um esqueleto triterpênico hidrofóbico e 

uma cauda aminada hidrofílica, podendo, assim, apresentar caráter tensoativo. A 

propriedade dos tensoativos de se adsorver nas interfaces, causa uma considerável 

influência sobre as membranas biológicas, determinando o processo de citólise, o qual 

é bem demonstrado em eritrócitos. Trabalhos experimentais com vários tensoativos 

tem demonstrado que o poder de toxicidade está diretamente relacionado com a 

concentração e com a cadeia do grupo lipofílico [72]. 
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5. 3 Ensaios Biológicos in vivo 

 

5.3.1 Atividade antimalárica in vivo 

 

Nosso grupo de pesquisa vem, desde 2002 [3,6,7], trabalhando na investigação 

da atividade antimalárica de derivados triterpênicos semissintéticos através de ensaios 

in vitro. Como resultado desta triagem os compostos 1c e 2c, ressintetizados neste 

trabalho, demonstraram ser os mais ativos in vitro. Assim, considerando os resultados 

prévios obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, bem como os resultados descritos neste 

trabalho quanto a atividade citotóxica, genotóxica e sobre o processo de coagulação 

sanguínea, ensaios de atividade antimalárica in vivo foram propostos, visando 

estabelecer o potencial antimalárico destes derivados.  

O modelo experimental utilizado neste estudo com P. berghei é bem 

estabelecido na literatura, visto que o P. berghei infecta camundongos BALB/c, 

desenvolvendo um ciclo biológico equivalente às espécies que infectam humanos, não 

manifestando, porém as formas mais agressivas da malária, como malária cerebral 

[64]. 

A atividade antimalárica in vivo dos derivados 1c e 2c foi avaliada em 

camundongos BALB/c fêmeas que foram infectadas com um inóculo de 10
6
 hemácias 

parasitadas, no dia 0 da infecção, por via intraperitoneal. As doses utilizadas do 

derivado 1c foram de 125, 60, 30 e 15 mg/kg e do derivado 2c 125 e 60 mg/kg, ambos 

administrados por via intraperitoneal. Um grupo cloroquina (30 mg/kg) foi usado 

como controle positivo e ao grupo controle negativo foi administrado apenas solução 

salina com DMSO 5%.   

Infelizmente, o derivado 2c teve que ser retirado do estudo após demonstrar 

elevada toxicidade causando a morte dos animais nas doses administradas e sua 

atividade antimalárica não pode ser avaliada. Tais dados corroboram com os indícios 

de toxicidade demonstrados nos ensaios in vitro, quanto à atividade hemolítica, 

possível atividade pró-coagulante e nos ensaios de geno e citotoxicidade em linfócitos. 

Já o derivado 1c reduziu a parasitemia dos animais significativamente já no 4º 

dia de infecção nas doses 60 e 125 mg/kg em comparação com o grupo controle, 
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correspondendo, respectivamente, a 52,4 e 59,5 % de atividade. Na dose 30 mg/kg, 

mesmo não havendo diferença estatisticamente significativa, vale mencionar a 

atividade antimalárica de 23,9% conforme expresso na figura 27 A e Tabela 2. No 14º 

dia ,o derivado 1c mostrou atividade nas doses 30, 60 e 125 mg/kg, com redução da 

parasitemia aproximada de 32, 34 e 52 % respectivamente. Já o grupo cloroquina, 

apresentou 79 % de atividade quando comparado ao grupo salina conforme expresso 

na figura 27 B-C e Tabela 2.  

 

Figura 27. Média das parasitemias do derivado 1c: (A) Média da parasitemia no 4º dia após 

infecção; (B) Média da parasitemia no 14º dia após infecção; (C) Curva das parasitemias 

observadas até 14º dia. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Tukey. *** 

p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05, comparando com o grupo controle. 
### 

p<0,001, 
##

 p<0,01 e 
#
 

p<0,05, comparando com o grupo cloroquina. 

 

A dose efetiva que causa 50% do efeito (ED50) e o efeito máximo (Emax) foram 

calculados através de uma curva dose-resposta. A ED50 do derivado 1c foi de 19,68 
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mg/kg, enquanto que o Emax ficou em 52,18%. A cloroquina obteve um ED50 de 2,0 

mg/kg e o Emax de 78,9% de atividade antimalárica conforme a figura 28.  

 

Figura 28. Curva dose efeito do derivado 1c e da cloroquina. 

 

Embora o derivado 1c apresente uma ED50 cerca de 10x maior que a cloroquina, 

segundo dados da literatura [63, 64], um candidato a fármaco antimalárico que já tenha 

sua eficácia comprovada in vitro, que é submetido a ensaios in vivo frente a P. berghei 

e que apresente atividade superior a 40% é considerado um excelente protótipo. 

A sobrevivência dos animais infectados foi analisada até o 28º dia após a 

infecção, conforme demosntra a figura 29. Foi possível observar uma diferença 

expressiva entre os grupos controles e os grupos expostos ao derivado 1c. O derivado 

1c prolongou a sobrevida média dos animais em 7 dias nas doses 30, 60 e 125 mg/kg 

quando comparado ao grupo salina. Enquanto o grupo salina teve a primeira morte 

observada no 11º dia, no grupo tratado com a dose 125 mg/kg de 1c, a primeira morte 

ocorreu somente no 20º dia, conforme figura 22 e tabela 2. Porém, todos os grupos 

tratados com 1c apresentaram 100% de mortalidade até o 22º dia de infecção. No 

grupo tratado com cloroquina, apenas 33,33% dos animais morreram no período de 

experimentação (28 dias). 
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Tabela 2. Eficácia do derivado 1c em camundongos infectados com P. berghei Anka. 

 Via 
Dose 

(mg/kg/dia) 
N 

% Atividade 

no 4º dia 

% Atividade 

no 14º dia 

Mortes no 

10º dia 

Mortes no 

17º dia 

Mortes no 

20º dia 

Sobreviventes 

28º dia 

Sobrevivência 

(dias)
c 

1c
 a
 I.p 125 6 59,59 52,18 0/6 0/6 1/6 0/6 21 

 I.p 60 6 52,46 34,54 0/6 2/6 5/6 0/6 20 

 I.p 30 6 23,90 32,64 0/6 2/6 2/6 0/6 21 

 I.p 15 6 0 25,29 0/6 4/6 5/6 0/6 14 

CQ
b I.p 30 6 100 78,98 0/6 2/6 2/6 4/6 >28 

Salina I.p - 6 - - 0/6 6/6 6/6 0/6 15 

a 
1c = LAFIS 10 

b 
CQ = Difosfato de Cloroquina. 

c 
Tempo de sobrevivência média para camundongos durante um período de observação de 28 

dias.
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Figura 29. Curva de sobrevivência (Kaplan-Meier) para os grupos até a 4º semana de 

evolução. Os resultados foram analisados por Log-rank (Mantel-Cox) teste. ** p<0,01, 

comparando com o grupo salina. 

 

Os resultados farmacológicos demonstrados até aqui impulsionaram a pesquisa 

da toxicidade in vivo a fim de avaliar a segurança do derivado 1c. Deste modo, foi 

realizado o ensaio de toxicidade aguda para este derivado.  

 

5.3.2 Toxicidade aguda 

 

Os estudos de toxicidade aguda são aqueles utilizados para avaliar a toxicidade 

produzida por um fármaco quando este é administrado em uma ou mais doses durante 

um período não superior a 24 horas, seguido de observação por 14 dias após a 

administração. Estes estudos visam avaliar a mortalidade, sinais clínicos, patologia 

clínica (hematologia, bioquímica), duração e reversibilidade da toxicidade, 

investigações anátomo e histopatológicas [73]. Este ensaio foi realizado para os 

derivados 1c e 2c. 

O derivado 2c demonstrou ser tóxico aos animais nos ensaios de avaliação da 

atividade antimalárica in vivo, ao passo que a mesma não pode ser mensurada em 

razão da morte dos animais submetidos à este derivado. Tais dados acabaram por 
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corroborar com os indícios de toxicidade demonstrados por este derivado nos ensaios 

in vitro, tais como atividade hemolítica, possível atividade pro-coagulante e nos 

ensaios de geno e citotoxicidade em linfócitos. Contudo, decidimos avaliar a 

toxicidade aguda deste derivado in vivo, afim esclarecer a faixa de dose na qual é 

seguro e seu mecanismo de toxicidade e possibilitar outros estudos envolvendo o 

derivado 2c, seja através da modificação estrutural do mesmo, ou através da 

investigação de outras atividades biológicas.  

Em relação ao derivado 1c, decidimos avaliar sua toxicidade aguda em face dos 

promissores resultados alcançados tanto in vitro, como in vivo no ensaio 

farmacológico. Já que em ambas as situações o derivado 1c se mostrou um potencial 

candidato a fármaco antimalárico. 

Assim, propusemos analisar a segurança dos derivados 1c e 2c através do 

protocolo 423 da OECD, o qual visa utilizar um menor número de animais, alcançando 

diversos parâmetros de toxicidade e o estabelecimento de uma faixa de DL50. 

Quanto à toxicidade aguda, o derivado 1c, demonstrou ser tóxico nas doses de 

300 e 2000 mg/kg, uma vez que causou a morte de todos os animais expostos. Uma 

dose inferior não foi testada, visto que nos ensaios de atividade farmacológica o 

derivado 1c não causou letalidade ou sinais de toxicidade na dose de 125 mg/kg, 

tornando desnecessário, assim, seguir com a dose subsequente do protocolo 423 da 

OECD (50 mg/kg). Segundo o protocolo da OECD, a faixa de DL50 do derivado 1c 

encontra-se entre 300 e 125 mg/kg, enquadrando-se segundo a GHS (Globally 

Harmonized Classification System) como agente químico de classe 3 (tóxico) [74].  

No entanto, o derivado 1c prolongou a sobrevida média dos animais em 7 dias, 

apresentou baixa genotoxicidade e mínimos efeitos citotóxicos frente a linfócitos. Em 

contra partida, indicou possível atividade pro-coagulante e hemolítica em 

concentrações elevadas. Além disso, sua ED50 foi de 19,68 mg/kg, enquanto o Emax 

ficou em 52,18%. Tais dados permitem inferir que o derivado 1c, apesar de indícios de 

toxicidade em doses e concentrações elevadas, apresenta promissora atividade 

antimalárica. Embora apresente sinais de toxicidade em concentrações e doses 

superiores às efetivas, é possível sugerir que o derivado 1c possui efetividade e relativa 

segurança para que se dê seguimento a investigação pré-clínica, tendo em vista o 
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intervalo entre as concentrações e doses efetivas quando comparadas às tóxicas. Em 

face disso, é possível propor ainda estudos complementares (farmacocinéticos) ou até 

mesmo novas alterações na estrutura química, buscando manter e/ou melhorar a 

atividade antimalárica diminuindo a toxicidade.  

Já o derivado 2c, demonstrou toxicidade elevada frente às doses de 300 e 2000 

mg/kg, uma vez que causou a morte de todos os animais expostos. Uma dose inferior 

foi testada, dando prosseguimento ao protocolo 423 da OECD. Os animais receberam 

a dose 50 mg/kg via i.p. e foram observados por 14 dias consecutivos. Nenhuma morte 

ocorreu, nem sinais de toxicidade aparentes foram observados. Segundo o protocolo da 

OECD, a faixa de DL50 do derivado 2c encontra-se entre 300 e 50 mg/kg, 

enquadrando-se segundo a GHS (Globally Harmonized Classification System) como 

agente químico de classe 3 (tóxico) [74].  

 

5.3.2.1 Avaliação de parâmetros bioquímicos e hematológicos dos animais submetidos 

ao teste de toxicidade aguda com 2c 

 

Sinais de toxicidade podem ser expressos por alterações bioquímicas e 

hematológicas sanguíneas [75]. Neste contexto, na avaliação bioquímica e 

hematológica do derivado 2c não foram observadas alterações significativas frente aos 

parâmetros analisados na dose de 50 mg/kg, conforme é demonstrado nas tabelas 3 e 4.  

Tabela 3. Avaliação bioquímica de soro de camundongos após 14 dias da administração da 

dose 50 mg/kg via I.p. do derivado 2c.  

Parâmetros Controle 2c 

ALT (IU/L) 70,60  ± 6,705 58,00  ± 7,083 

Ureia (mg/dL) 52,83  ± 2,242 52,40  ± 2,542 

Creatinina (mg/dL) 0,2275  ± 0,01797 0,2000  ± 0,03512 

Proteína Total (mg/dL) 4,750  ± 0,2500 4,175  ± 0,1601 

Ácido Úrico (mg/dL) 4,895  ± 0,005000 4,400  ± 0,6429 

Triglicerídeos (mg/dL) 56,67  ± 17,32 54,25  ± 21,69 

Colesterol Total (mg/dL) 67,00  ± 12,00 71,00  ± 5,612 

HDL (mg/dL) 54,75  ± 6,421 70,00  ± 8,134 

ALT: alanina aminotransferase. Não foi observada diferença significativa entre os grupos (P> 

0,05). Os valores são média ± SEM de 6 animais. 



84 

 

Tabela 4. Perfil hematológico de camundongos após 14 dias da administração da dose 50 

mg/kg via I.p. do derivado 2c.  

Parâmetros Controle 2c 

WBC (10
6
/μL) 4,333  ± 0,1453 3,596  ± 0,4337 

RBC (10
6
/μL) 8,017  ± 0,1515 8,173  ± 0,1299 

HGB (g/dL) 12,72  ± 0,2151 12,70  ± 0,1528 

HCT (%) 48,53  ± 0,5031 48,25  ± 1,166 

MCV (fL) 60,63  ± 1,244 59,10  ± 1,616 

MCH (pg) 15,87  ± 0,2390 15,57  ± 0,2728 

MCHC (g/dL) 26,20  ± 0,5657 26,38  ± 0,4468 

RDW-SD (fL) 34,50  ± 1,668 33,63  ± 1,080 

PLT (10
3
/ μL) 9,408  ± 0,6685 9,648  ± 0,7125 

MPV (fL) 5,567  ± 0,1801 6,333  ± 0,4104 

PDW (fL) 14,95  ± 0,06191 14,95  ± 0,06191 

WBC: leucócitos; RBC: eritrócitos; HGB: hemoglobina; HCT: hematócrito; MCV: Volume 

corpuscular médio; MCH: hemoglobina corpuscular média; MCHC: concentração corpuscular 

média de hemoglobina; RDW_SD: Variação da distribuição das hemácias; PLT: plaquetas 

MPV: volume plaquetário médio; PDW: Variação da distribuição das Plaquetas. Não foi 

observada diferença significativa entre os grupos (P> 0,05). Os valores são média ± SEM de 6 

animais. 

 

Assim, é possível sugerir que o derivado 2c não apresenta toxicidade frente a 

parâmetros bioquímicos e hematológicos na dose e condições experimentais avaliadas. 

 

 

5.3.2.2 Análise macroscópica e massa relativa dos órgãos dos animais submetidos ao 

teste de toxicidade aguda com 2c 

 

Quanto à análise dos órgãos, o derivado 2c na dose de 50mg/kg não provocou 

alterações macroscópicas aparentes.  

Analisando-se a diferença entre a massa corporal inicial e a final, assim como o 

ganho de massa no período do experimento, não houve diferença significativa quando 

comparadas ao grupo controle, possibilitando afirmar que o derivado 2c, na dose de 50 
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mg/kg não induz a perda ou ganho excessivo de massa corporal nos animais avaliados. 

Ainda, quanto a massa relativa dos órgãos, o derivado 2c não ocasionou diferença 

significativa quando comparado ao grupo controle, possibilitando sugerir que não 

ocorreram lesões significativas em resposta à exposição a dose de 50 mg/kg conforme 

é demonstrado na tabela 5.  

 

Tabela 5. Efeitos do derivado 2c sobre a massa corporal (g) e o peso relativo de órgãos e 

tecidos viscerais (g/100 g de peso corporal) 14 dias após a administração de 50 mg/kg via i.p. 

 
Controle 2c 

Massa corporal inicial (g) 26,38  ± 1,291 27,08  ± 1,356 

Massa corporal final (g) 27,17  ± 0,7923 27,67  ± 1,726 

Ganho de massa (%) 2,99 2,17 

Massa relativa cérebro (%) 1,604  ± 0,05815 1,764  ± 0,06379 

Massa relativa coração (%) 0,4363  ± 0,02361 0,4948  ± 0,01276 

Massa relativa Fígado (%) 3,679  ± 0,1833 4,575  ± 0,8011 

Massa relativa rins (%) 1,419  ± 0,05186 1,480  ± 0,03759 

Não foi observada diferença significativa entre os grupos (P> 0,05). Os valores são média ± SEM de 6 animais. 

 

Da mesma forma semelhante ao derivado 1c, o derivado 2c, presentou também 

relativa genotoxicidade e efeitos citotóxicos frente a linfócitos, com possível atividade 

procoagulante e hemolítica. Além disso, em altas doses (2000 e 300 mg/kg) este 

derivado demonstrou elevada toxicidade, porém em dose inferior (50 mg/kg) nenhuma 

alteração foi percebida nos ensaios de toxicidade aguda, nas avaliações bioquímica e 

hematológicas. Tais resultados permitem dizer que o derivado 2c, não demonstrou ser 

um bom candidato à atividade antimalárica nas doses avaliadas. Porém, é possível 

dizer que na dose de 50 mg/kg este derivado não dá indícios de toxicidade aguda, 

possibilitando inferir relativa segurança na dose referida.  

Uma alternativa à toxicidade apresentada poderia ser avaliar a atividade do 

derivado 2c frente a outras atividades biológicas, buscando, assim, uma maior margem 

de segurança. Ainda é possível propor alterações químicas na estrutura do derivado 2c, 

buscando diminuir sua toxicidade.  
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6 CONCLUSÃO 
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Em face do exposto, é possível concluir que o derivado 1c é um excelente 

candidato a fármaco antimalárico pois já teve sua eficácia comprovada in vitro, e nos 

ensaios in vivo apresentou atividade antimalárica superior a 40%. Além disso, foi 

possível observar uma diferença expressiva entre os grupos controles e os grupos 

expostos ao derivado 1c que prolongou a sobrevida média dos animais em 7 dias nas 

doses 30, 60 e 125 mg/kg. O derivado 1c apresentou também baixa genotoxicidade ou 

efeitos citotóxicos frente a linfócitos. Porém os dados fornecidos neste trabalho 

indicam possíveis atividades pro-coagulante e hemolítica, e DL50 aferida entre 300 e 

125 mg/kg. Embora apresente sinais de toxicidade em concentrações e doses 

superiores às efetivas, é possível sugerir que o derivado 1c possui efetividade e relativa 

segurança para que se dê seguimento na investigação pré-clínica.  

O composto 2c não demonstrou atividade antimalárica in vivo em face de sua 

toxicidade. A avaliação da toxicidade do derivado 2c demonstrou que o mesmo 

apresentou relativa genotoxicidade e efeitos citotóxicos frente a linfócitos. Porém 

segundo os resultados fornecidos neste trabalho, o derivado 2c pode estar 

desempenhando possível atividade pro-coagulante e hemolítica. Soma-se a isso ainda a 

DL50 do derivado 2c que foi aferida entre 300 e 50 mg/kg. Mesmo sendo classificado 

como tóxico o derivado 2c, apresenta-se seguro frente a alterações nos parâmetros 

bioquímicos e hematológicos na dose 50 mg/kg, não demonstrando nenhuma alteração 

significativa nestas doses. Do mesmo modo, na análise anatomopatológica, o derivado 

2c não provocou nenhuma alteração perceptível nos órgãos avaliados. Assim, é 

possível sugerir que derivado 2c possui relativa segurança, na dose de 50 mg/kg e 

sugere-se que possa ser avaliado em outras atividades biológicas. 
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Resumo: 

O câncer tem sido uma doença cada vez mais frequente, convertendo-se em um 

evidente problema de saúde pública mundial. A necessidade de desenvolvimento 

racional de novos fármacos é cada vez mais iminente. Neste sentido, nosso grupo de 

pesquisa vem trabalhando com uma série de triterpenos derivados do ácido ursólico (1) 

e ácido betulínico (2) com potencial atividade citotóxica. Sabe-se que estes triterpenos 

vêm demonstrando potente atividade antitumoral frente a diversas linhagens celulares, 

porém sua atividade citotóxica frente a células de glioma permanece pouco estudada.  

Em face disso, este trabalho buscou realizar a semissíntese de derivados de 1 e 2, a fim 

de avaliar suas atividades antitumorais frente a células de glioma de rato (C6), 

buscando estabelecer uma relação entre a estrutura química e a atividade antitumoral 

(REA) apresentada, especialmente nas posições C-3 e C-28. A citotoxicidade dos 

derivados obtidos foi avaliada pelo método do MTT. Os resultados demonstraram que 

os precursores 1 e 2 possuem atividade significativa frente às células C6 de glioma de 

rato. Foi possível verificar também a importância da hidroxila livre na posição C-3 dos 

esqueletos ursano e lupano para aumento da atividade citotóxica. Ainda é possível 

sugerir que o acoplamento do grupo piperazínico no C-28 (derivados 1c e 2c) promove 

o aumento da atividade citotóxica em contra partida à acetilação realizada no C-3. 

Os dados referentes ao anexo 1 foram suprimidos tendo em vista que os mesmos estão em 

fase de submissão a um periódico científico.  



100 
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semissíntese.  

 

1 . Introdução 

 

Nas últimas décadas, o câncer tem sido uma doença cada vez mais frequente, 

convertendo-se em um evidente problema de saúde pública mundial. A doença é a 

principal causa de morte em muitos países de alta renda e deve se tornar uma das 

principais causas de morbidade e mortalidade, nas próximas décadas, em todas as 

regiões do mundo, independentemente do nível de recursos. A Organização Mundial 

da Saúde estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 20,3 milhões de casos 

incidentes e 13,2 milhões de mortes [1, 2 e 3]. Os tumores primários do Sistema 

nervoso Central (SNC) representam cerca de 2% do total de casos de neoplasias 

humanas [4]. Gliomas são os principais tumores primários do sistema nervoso central, 

representando quase 80% das neoplasias do cérebro [5].  Apesar dos progressos 

consideráveis nos estudos acerca dos aspectos moleculares dos gliomas malignos, o 

prognóstico destes tumores ainda continua ruim. Combinações de agentes 

quimioterápicos com radiação podem aumentar a eficácia do tratamento, mas, apesar 

disto, os gliomas apresentam uma grande recorrência devido a sua alta proliferação e 

comportamento invasivo. Faz-se necessário, portanto, mais esforços em pesquisas para 

conduzir um desenvolvimento racional de novas terapias [6]. Neste sentido, nosso 

grupo de pesquisa vem trabalhando com uma série de triterpenos derivados do ácido 

ursólico (AU, 1) e ácido betulínico (AB, 2) com potencial atividade citotóxica. Sabe-se 

que estes triterpenos vêm demonstrando potente atividade antitumoral frente a diversas 

linhagens celulares [7-12], porém sua atividade citotóxica frente a células de glioma 

permanece pouco estudada.  Em face disso, este trabalho buscou realizar a 

semissíntese de derivados do AU e AB, a fim de avaliar suas atividades antitumorais 

frente a células de glioma de rato (C6), buscando estabelecer uma relação entre a 

estrutura química e a atividade antitumoral (REA) proposta, especialmente para as 

posições C-3 e C-28 
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2 . Semissíntese 

 

A partir da extração de cascas de Malus domestica e Platanus acerifolia foram 

isolados os produtos de partida, o ácido ursólico (1) e betulínico (2). A partir dos 

compostos 1 e 2 foi realizada uma reação de acetilação no carbono 3 (C-3) destes 

compostos, utilizando diclorometano e anidrido acético. Os derivados acetilados (1a, 

2a), foram convertidos em cloretos de ácido no carbono 28 utilizando cloreto de 

oxalila e diclorometano. Em seguida, após neutralização do meio com 

diisopropilamina, foi realizado acoplamento peptídico com a amina comercial, bis-

amino-propil-piperazina, previamente monoprotegida por um grupamento di-tert-butil 

dicarbonato (BOC), obtendo-se, assim os derivados 1b e 2b. A partir dos quais foi 

feita a desproteção com ácido trifluoroacético em diclorometano, obtendo-se os 

derivados 1c e 2c. Ainda a partir dos derivados 1b e 2b, foram obtidos os derivados 1d 

e 2d, através da hidrólise alcalina do grupamento éster em C-3. A partir dos derivados 

1d e 2d, foi feita a desproteção da amina terminal do grupamento piperazínico com 

ácido trifluoroacético em diclorometano, obtendo-se os derivados 1e e 2e conforme 

esquema 1 e 2[13-15].  

Ainda a partir dos precursores 1 e 2 foram sintetizados outros seis derivados através de 

reações sequenciais de oxidação em C-3 conforme esquema 3 [23]  

O isolamento dos produtos de síntese foi efetuado por cromatografia em coluna de gel 

de sílica 60 (35-70 m), utilizando o sistema diclorometano: ciclohexano (90:10). A 

elucidação estrutural e caracterização do grau de pureza dos derivados foi realizada 

através de CCD, 
1
H RMN, 

13
C RMN, IV. (ensaios de espectrometria de massas estão 

em andamento). 
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Esquema 1. Semissíntese da série de  derivados de 1. i: anidrido acético, diclorometano, t.a., 24 hs, 90%. ii:metanol, t.a. 2 hs, 30%. iii: (1) cloreto de oxalila, diclorometano, t. 

a., 24 hs, 80%. iv: ácido trifluoroacético, diclorometano, t.a., 3 hs, 90%. v: etanol, NaOH x%, t.a. 2 hs, 50%,  
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Esquema 2. Semissíntese da série de derivados de 2. i: anidrido acético, diclorometano, t.a., 24 hs, 90%. ii:metanol, t.a. 2 hs, 30%. iii: (1) cloreto de oxalila, diclorometano, 

t. a., 24 hs, 80%. iv: ácido trifluoroacético, diclorometano, t.a., 3 hs, 90%. v: etanol,  NaOH x%, t.a. 2 hs, 50%,
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Esquema 3. Semissíntese dos derivados de 1 e 2. i: acetona, reagente de Jones, t.a. 1h. 80%. ii: etanol, piridina, 

cloridrato de hidroxilamina, t.a., 3hs, 85%. Iii: Tetrahidrofurano (THF), hidreto de alumínio e lítio, refluxo, 6 hs, 

50%.  
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3. Atividade Antitumoral 

 

A citotoxicidade foi avaliada pelo método do MTT [16]. Este método baseia-se na 

redução do sal tetrazólio MTT em um produto pigmentado chamado formasan, por 

atividade de desidrogenases mitocondriais.  

 

4. Resultados e discussão 

4.1 Atividade citotóxica  

 

Foram obtidos através de semissíntese 16 derivados a partir dos precursores 1 e 2, 

porém foi possível avaliar a atividade citotóxica somente dos precursores 1 e 2 e seus 

derivados 1a, 2a, 1c e 2c em função do prazo de defesa. Posteriormente, como 

perspectivas deste trabalho o restante das moléculas passará pelos ensaios de 

citotoxicidade.  

Quanto à atividade citotóxica, de maneira geral, tanto os derivados de (1) e de (2) 

foram citotóxicos em doses e tempos dependentes frente às células C6 de glioma de 

rato conforme as figuras 1-2.  
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Figura 1. Viabilidade celular após tratamento com os compostos 1, 1a e 1c. A – Tratamento por 24 horas. B- 

Tratamento por 48 horas. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Tukey. *** p<0,001, ** 

p<0,01 e * p<0,05, comparando com o grupo DMSO 1%. 

 

Os compostos testados demonstraram diferentes atividades frente a linhagem testada. 

O precursor 1, obteve uma IC50 de 28,27 µM, enquanto que seu derivado acetilado na 

posição C-3 (1a) obteve IC50 de 96,5 µM. Já o derivado 1c apresentou IC50 de 32,52 

µM (Figura 1). A série de derivados do ácido betulínico apresentou atividade 

citotóxica semelhante às encontradas nos derivados de 1. O precursor 2 apresentou 

uma IC50 de 17,49 µM, enquanto o derivado 2a apresentou uma IC50 de 65,04 µM. Já o 

derivado 2c obteve uma IC50 entre 5 e 6 µM conforme figura 2. A partir de tais 

resultados foi possível estabelecer uma breve relação entre estrutura química e a 

atividade biológica desempenhada (REA), neste caso atividade citotóxica em células 
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C6 de glioma de rato. Iniciaremos a discussão desta REA através da comparação da 

potência entre os esqueletos ursanos (1) e lupanos (2) frente à linhagem avaliada neste 

trabalho. Comparando-se os valores de IC50 para a atividade citotóxica observa-se, que 

o esqueleto lupano é mais potente que o esqueleto ursano, visto o derivado 2c é cerca 

de 5 vezes mais potente que o derivado 1c, corroborando, assim, com dados da 

literatura, que descrevem estudos mais frequentes relacionados à atividade citotóxica 

do AB (2) e seus derivados [18, 19]. 

Por outro lado, é possível observar que a acetilação do C-3 promove a diminuição da 

atividade citotóxica em cerca de 3 vezes para ambas as séries de derivados. Segundo a 

literatura [20, 21] o número e a posição de hidroxilas livres influência diretamente na 

seletividade por certas linhagens tumorais e atividade citotóxica. Nazaki e 

colaboradores [20] descrevem que a adição de 2 hidroxilas nos carbonos 2 e 3 do 

esqueleto ursano, torna estes derivados mais ativos, alterando a morfologia celular 

vista por microscopia de contraste em células C6 de glioma de rato. Com a adição, 

porém de mais hidroxilas, nas posições 4 e 8, por exemplo, a atividade citotóxica é 

diminuída e estes derivados tornam-se seletivos para outras linhagens tumorais.  
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Figura 2. Viabilidade celular após tratamento com os compostos derivados 2, 2a e 2c. A – Tratamento por 24 

horas. B- Tratamento por 48 horas. Os resultados foram analisados por ANOVA seguido por Tukey. *** 

p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05, comparando com o grupo DMSO 1%. 

 

Ainda segundo Dalla Vechia e colaboradores [22], um grupamento doador de ligação 

de hidrogênio na posição C-3 ou na posição C-28 é essencial para a atividade 

citotóxica. Tal estudo vem ao encontro dos resultados obtidos para os derivados 1c e 

2c, visto que os mesmos apesar de terem a hidroxila do C-3 protegida por um 
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grupamento acetila (fato que interfere negativamente na atividade), demonstraram 

atividade semelhante ao precursor 1 e 3 vezes superior ao precursor 2, 

respectivamente. Estes dados nos levam a acreditar que o acoplamento peptídico com 

o grupo piperazínico promove o aumento da atividade citotóxica devido às cadeias 

aminadas com caráter doador de ligação de hidrogênio.  

 

5. Conclusão 

 

É possível concluir que os precursores 1 e 2 possuem atividade citotóxica significativa 

frente às células C6 de glioma de rato. Foi possível verificar também a importância da 

hidroxila livre na posição C-3 dos esqueletos ursano e lupano para aumento da 

atividade citotóxica. Ainda é possível sugerir que o acoplamento do grupo piperazínico 

no C-28 (derivados 1c e 2c) promove o aumento da atividade citotóxica em contra 

partida à acetilação realizada no C-3.  

 

6. Perspectivas para a conclusão do trabalho 

 

São perspectivas para a conclusão deste estudo avaliar a atividade citotóxica em 

linhagem celular de glioma C6 de rato dos derivados: i. 1e e 2e, derivados que 

apresentam o grupo aminado na posição C-28 e possuem a posição C-3 livre; ii. 

oxidados em C-3 (1f e 2f); iii. 1g, 2g e 1h e 2h nitrogenados em C-3. Ainda, avaliar 

citotoxicidade dos compostos em linhagem de astrocitos a fim de estabelecer o índice 

de seletividade. 

 

7. Parte Experimental 

7.1 Geral  

Os produtos químicos e reagentes foram adquiridos a partir de fornecedores 

comerciais e utilizados conforme indicação do fabricante. Os solventes foram 

destilados sob atmosfera de nitrogênio quando necessário. As reações que requereram 

condições anidras foram realizadas sob atmosfera de nitrogênio. As reações foram 

monitoradas por cromatografia de camada delgada (CCD) em placas 0,2 milímetro 
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pré-revestidos de sílica gel (Merck) e visualizados, por pulverização com reagente 

anisaldeído sulfúrico e aquecimento. A evaporação e concentração dos solventes foi 

feita no evaporador rotativo padrão Büchi usando bomba de vácuo. Os espectros de 
1
H 

e 
13

C RMN foram medidos em Equipamento Varian® 400, usando SiMe4 (TMS) 

como padrão interno. Os espectros da região de infravermelho (IV) foram realizados 

em Perkin FT-IR System Spectrum BX. Para leitura das absorbância foi utilizado um 

leitor de placas Spectramax®. Os deslocamentos químicos são dados como d (ppm). 

As constantes de acoplamento (J) são dadas em hertz. Solventes deuterados utilizados 

foram CDCl3 ou Metanol–d4. Padrões de desdobramento foram designados como 

segue: s = simpleto, d = dupleto, dd = duplodupleto, t = tripleto, q = quarteto, m = 

multipleto.  

 

7.2.1 Obtenção do ácido ursólico 1 

A matéria-prima foi obtida de cascas de Malus domestica, resíduo obtido da indústria 

de sucos Tecnovin do Brasil Ltda
®

 da cidade de Vacaria, do estado do Rio Grande do 

Sul. A torta proveniente da indústria, rica em cascas, foi seca em estufa de ar 

circulante por 24hs a 50°C e após foi triturada em moinho de facas. Realizaram-se 

extrações com água fervente para retirada dos açúcares na proporção de 1:2 de pó de 

cascas moídas:água destilada. Esse processo foi repetido cinco vezes. Após, secou-se 

novamente o material em estufa de ar circulante por 24 horas a 50°C. Depois de seco o 

material foi triturado e moído em moinho de facas, até a obtenção de um pó fino. O pó 

obtido foi pesado e submetido à extração com diclorometano seguido de acetato de 

etila sob refluxo por 2 horas na proporção de 1:6 (planta:solvente). As soluções 

extrativas orgânicas obtidas de M. domestica foram secas em evaporador rotatório e o 

resíduo submetido a um processo de cristalização com acetonitrila para a obtenção do 

AU. Os cristais obtidos com rendimento de 2% são constituídos do precursor 1, um pó 

branco. A elucidação estrutural foi realizada conforme a literatura [14], destacando-se 

os sinais diagnósticos. IV (cm 
-1

): 2915 (OH), 2847 (C-H), 1689 (C=O), 1461(C-O), 

1385 (C-H), 1030 (C-O-H). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d 5,29 (1H, t, CH-12); 3,2 

(1H, dd, CH-3); 1,06 (3H, s, CH3); 1,05 (3H, s, CH3); 0,98 (3H, s, CH3); 0,96 (3H, s, 
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CH3); 0,95 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 180,3 (C-28); 123,0 (C-12); 

78,6 (C-3). 

 

7.2.2 Semissíntese do derivado ácido 3-O-acetilursólico (1a)  

O derivado ácido 3-O-acetilursolico (1a) foi preparado a partir de 1 (2g, 4,39 mmol), 

realizando-se uma reação de acetilação no C-3, utilizando piridina e anidrido acético 

(2,04g, 20 mmol) como previamente descrito [13, 15], obtendo-se rendimentos de 

90%. A elucidação estrutural foi realizada conforme dados da literatura [13, 15], 

destacando-se os sinais diagnósticos. IV (cm 
-1

): 2923 (OH), 1733 (C=O), 1684 

(C=O), 1456 (C-O), 1365 (C-O), 1245 (C-O-C), 1032 (C-OH). 
1
H RMN: (100 MHz, 

CDCI3): d 5,29 (1H, t, CH-12); 4,5 (1H, dd, CH-3); 2,21 (3H, s, CH3-COO); 1,04 (3H, 

s, CH3); 1,03 (3H, s, CH3); 1,02 (3H, s, CH3); 0,99 (3H, s, CH3), 0,96 (3H, s, CH3). 
13

C 

RMN: (400 MHz, CDCI3) d 180,3 (C-28); 170,2 (CH3-COO); 123,0 (C-12); 80,6 (C-

3); 21,2 (CH3-COO). 

 

7.2.3 Síntese do t-butil-3-[4-(3-aminopropil)piperazinilpropil]carbamato (BAPP-BOC) 

 

A obtenção do t-butil-3-[4-(3-aminopropil)piperazinilpropil]carbamato (BAPP-BOC) 

foi realizada conforme a literatura, com algumas adaptações [13-15]. A partir da N-

1,4-(3-bisaminopropil)piperazina (BAPP) (1 eq.) solubilizada em metanol, foi 

adicionado gota a gota o regente di-t-butilcarbonato (DIBOC) (0,5 eq.) sob forte 

agitação à º0 C. A reação foi mantida por 2 horas sob agitação constante. Após o 

período transcorrido, o solvente da reação foi removido através de rotaevaporação sob 

pressão reduzida. O resíduo seco, foi ressuspendido em diclorometano e extraído até a 

exaustão com água destilada. O produto de interesse (monoprotegido BAPP-BOC) 

permanece na fase orgânica que foi seca sob pressão reduzida. A reação e purificação 

foram monitoradas por CCD. A elucidação estrutural foi realizada a literatura [13, 15].  

IV (cm 
-1

): 3360 (NH2), 2932 (C-H), 1740 (C=O), 1673 (C=O), 1380 (C–H), 1246 (C–

O-C). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d 3,15 (2H, t, CH2-CH2-NH); 2,78 (2H, t, NH-

CH2- CH2); 1,75 (2H, m, CH2- CH2- CH2-NH); 1,48 (9H, s, CH3-BOC).  
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7.2.4 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil]terc-butil-

carbamato}-3-o-acetilursolamida (1b) 

A uma solução de 1a (1,48 g, 3 mmol) em CH2Cl2 seco (30 mL) a 0 ° C foi adicionado 

gota a gota cloreto de oxalila (7,8 ml, 9 mmol) sob atmosfera inerte, agitando-se 

durante 3 horas à temperatura ambiente. A mistura reacional foi resfriada a 0 ° C, e 

diisopropilamina (25 mL, 18 mmol) foi adicionada. Após cerca de 30 minutos, quando 

a reação já estava à temperatura ambiente o t-butil-3-[4-(3-aminopropil) 

piperazinilpropil]carbamato ( 2,7 g , 9 mmol ) foi adicionado sob atmosfera inerte. A 

reação foi extinta 24 horas após com água destilada (10 mL), e a fase orgânica foi 

separada. A fase aquosa foi extraída com CH2Cl2 (3 x 30 mL). As fases orgânicas 

combinadas foram secas sobre Na2SO4, filtradas, e evaporadas sob pressão reduzida, 

obtendo-se assim o derivado 1b. A elucidação estrutural foi realizada conforme a 

literatura [5]. IV (cm 
-1

): 3323 (NH), 2932 (C-H), 1740 (C=O), 1673 (C=O), 1633 

(C=C), 1455 (C–O), 1369 (C–O–C), 1246 (C–N), 1008 (CH=C). 
1
H RMN: (100 MHz, 

CDCI3): d 6,55 (1H, s, NH), 5,29 (1H, t, CH-12); 4,4 (1H, t, CH-3); 3,4 (2H, m, NH-

CH2-CH2); 3,1 (2H, m, CH2-CH2-NH-C=0); 2,21 (3H, s, CH3-COO); 1,47 (9H, s, CH3-

BOC); 1,13 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 1,01 (3H, s, CH3); 0,99 

(3H, s, CH3); 0,98 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 180,3 (C-28); 170,9 

(CH3-COO); 160,7 (O-C=O); 125,8 (C-12); 80,8 (C-3); 54,5 (piperazina); 48,9 (CH2-

CH2-piperazina); 49,1 (piperazina- CH2-CH2); 39,5 (NH-CH2-CH2); 21,2 (CH3-COO). 

 

7.2.5 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-

acetilursolamida (1c) 

 

A partir do derivado 1b, foi realizada a desproteção da amina terminal da piperazina 

dissolvendo-se este derivado em CH2Cl2 (20 mL), acidificado com TFA a 10 % (50 

ml) durante 3 horas para a reação de desproteção do grupamento BOC. A reação foi 

extinta pela evaporação do solvente sob vácuo, obtendo-se 1c. A elucidação estrutural 

foi realizada conforme a literatura [13, 15]. IV (cm 
-1

): 3385 (NH2), 2932 (C-H), 1740 

(C=O), 1673 (C=O), 1633 (C=C), 1455 (C–O), 1369 (C–O–C), 1246 (C–N), 1008 

(CH=C). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d 6,55 (1H, s, NH), 5,29 (1H, t, CH-12); 4,5 
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(1H, t, CH-3); 3,4 (2H, m, NH-CH2-CH2); 3,1 (2H, m, CH2-CH2-NH2); 2,21 (3H, s, 

CH3-COO); 1,04 (3H, s, CH3); 1,03 (3H, s, CH3); 1,02 (3H, s, CH3); 0,99 (3H, s, CH3); 

0,96 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 180,3 (C-28); 170,9 (CH3-COO); 

125,8 (C-12); 80,8 (C-3); 54,5 (piperazina); 48,9 (CH2-CH2-piperazina); 49,1 

(piperazina- CH2-CH2); 39,5 (NH-CH2-CH2); 21,2 (CH3-COO). 

 

7.2.6 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil]terc-butil-

carbamato}-ursolamida (1d) 

A partir do derivado 1b, foi realizada a desacilação do C-3 através de hidrólise 

alcalina. O derivado 1b foi dissolvido em 2 ml de álcool etílico absoluto e 1 ml de 

solução aquosa de NaOH 1N. A mistura foi submetida a refluxo por 2 horas, para, 

posteriormente, ser extraído com diclorometano (3 x 1ml). A elucidação estrutural foi 

realizada conforme a literatura [23]. IV (cm 
-1

): 3325 (NH), 2932 (C-H), 1673 (C=O), 

1633 (C=C), 1455 (C–O), 1246 (C–N), 1008 (CH=C). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d 

6,55 (1H, s, NH), 5,34 (1H, t, CH-12); 3,4 (2H, m, NH-CH2-CH2); 3,1 (2H, m, CH2-

CH2-NH2); 1,48 (9H, s, CH3-BOC); 1,04 (3H, s, CH3); 1,03 (3H, s, CH3); 1,02 (3H, s, 

CH3); 0,99 (3H, s, CH3); 0,96 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 180,3 (C-

28); 160,7 (O-C=O BOC); 125,8 (C-12); 69,3 (C-3); 53,8 (piperazina); 47,6 (CH2-

CH2-piperazina); 50,1 (piperazina- CH2-CH2); 38,7 (NH-CH2-CH2).  

 

7.2.7 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-

ursolamida (1e) 

A partir do derivado 1d, foi realizada a desproteção da amina terminal da piperazina 

dissolvendo-se este derivado em CH2Cl2 (20 ml), acidificado com TFA a 10 % (50 ml) 

durante 3 horas para a reação de desproteção do grupamento BOC. A reação foi 

extinta pela evaporação do solvente sob vácuo, obtendo-se 1e. A elucidação estrutural 

foi realizada conforme a literatura [23]. IV (cm 
-1

): 3385 (NH2), 2932 (C-H), 1673 

(C=O), 1633 (C=C), 1455 (C–O), 1246 (C–N), 1008 (CH=C). 
1
H RMN: (100 MHz, 

CDCI3): d 6,55 (1H, s, NH), 5,35 (1H, t, CH-12); 3,8 (2H, m, NH-CH2-CH2); 3,5 (2H, 

m, CH2-CH2-NH2, 1H, CH-3); 1,04 (3H, s, CH3); 1,03 (3H, s, CH3); 1,02 (3H, s, CH3); 

0,99 (3H, s, CH3); 0,96 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 180,3 (C-28); 
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126,9 (C-12); 79,3 (C-3); 53,2(piperazina); 48 (CH2-CH2-piperazina); 47,2 

(piperazina- CH2-CH2); 37,5 (NH-CH2-CH2). 

 

7.2.8 Semissíntese do ácido 3-oxo-ursólico (1f) 

O derivado 1f foi obtido através de uma reação de oxidação em C-3 do precursor 1, 

usando reagente de Jones. Em uma solução de 1 (455 mg, 1 mmol) em acetona (5 ml) 

é adicionado o reagente de Jones (2 ml), sob agitação, à 0ºC. A reação é mantida sob 

agitação constante durante 1 hora à temperatura ambiente. Após este período, a reação 

é novamente resfriada à 0ºC para adição lenta, sob agitação, de propanol (30 ml). Após 

30 minutos à temperatura ambiente o precipitado (1f) formado é filtrado sob pressão 

reduzida. A elucidação estrutural foi realizada conforme a literatura [23]. IV (cm 
-1

): 

2948 (OH), 1705 (C=O), 1691,4 (C=O). 
1
H RMN: d 5,45 (1H, t, CH-12); 1,05 (3H, s, 

CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 1,01 (3H, s, CH3); 0,99 (3H, s, CH3); 0,96 (3H, s, CH3). 
13

C 

RMN: (400 MHz, CDCI3) d 215, 2 (C-3), 180,3 (C-28); 123,0 (C-12). 

 

7.2.9 Semissíntese do ácido 3-hidroxiamino-ursólico (1g). A partir de uma solução do 

derivado 1f (77 mg, 0,17 mmol) em etanol absoluto (1 ml) e piridina (0,6 ml), foi 

adicionado cloridrato de hidroxilamina (28 mg, 0,4 mmol). A reação foi mantida à 

temperatura ambiente e atmosfera inerte por 36 horas com a formação de um 

precipitado branco. Após este período, a mistura reacional foi filtrada, obtendo-se 

assim o derivado 1g. A elucidação estrutural foi realizada conforme a literatura [23]. 

IV (cm 
-1

): 2943 (OH), 1684,7 (C=O), 1660 (C=N), 1045 (C-O-H). 
1
H RMN (100 

MHz): d 5,42 (1H, t, CH-12); 1,06 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 1,01 (3H, s, CH3); 

0,99 (3H, s, CH3); 0,98 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 179,8 (C-28); 

165,9 (C-3) e 125,7 (C-12). 

 

7.2.10 Semissíntese do ácido 3-amino- ursólico (1h)  

A partir de uma solução do derivado 1g (225 mg, 0,5 mmol) em tetrahidrofurano-THF 

(10 ml) foi adicionado vagarosamente LiAlH4 (148,5mg, 2,64 mmol) sob atmosfera 

inerte à 0ºC. A solução reacional foi mantida em refluxo por 6 horas. Após este 

período foi adicionado à reação uma solução aquosa de NaOH 1N. A mistura foi, 
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então, agitada durante 1 hora e, posteriormente, extraída com éter dietílico (3 x 10 ml). 

As fases orgânicas foram reunidas e secas com Na2SO4 para posterior evaporação do 

solvente orgânico sob pressão reduzida, obtendo-se assim o derivado 1h. A elucidação 

estrutural foi realizada conforme a literatura [23]. IV (cm 
-1

): 3060 (NH2), 2954,3 

(OH), 1689,4 (C=O), 1040 (C-O-H). 
1
H RMN (100 MHz): d 5,28 (1H, t, CH-12), 2,55 

(1H, t, CH-3); 1,06 (3H, s, CH3); 1,05 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 0,93 (3H, s, 

CH3); 0,91 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 181,6 (C-28); e 122,8 (C-12) 

e 60,9 (C-3). 

 

7.2.11 Obtenção do ácido betulínico 2 

O material vegetal composto das cascas de Platanus acerifolia L. (Plátano) foi 

coletado na cidade de Nova Petrópolis, Rio Grande do Sul, e uma exsicata foi 

depositada no Herbário da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob o n° 

182537. O material vegetal foi submetido à secagem em estufa de circulação forçada 

de ar por 72 horas à temperatura de 36 ºC. Depois de seco o material foi triturado e 

moído em moinho de facas, até a obtenção de um pó fino. O pó obtido foi pesado e 

submetido à extração com etanol absoluto, sob refluxo de 2 horas na proporção de 1:3 

planta:solvente. A solução etanólica obtida de P. acerifolia foi submetida à extração 

sequencial utilizando diclorometano e acetato de etila. As soluções extrativas de 

diclorometano e acetato de etila foram submetidas ao um processo de precipitação com 

metanolA caracterização do ácido betulínico foi efetuada através de Cromatografia em 

Camada Delgada (CCD), Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e Infra Vermelho 

(IV). A elucidação estrutural foi realizada em comparação com dados da literatura 

[15], destacando-se os sinais diagnósticos. IV (cm 
-1

): 2916,11 (OH), 1683,2 (C=O), 

1030 (C-O-H). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d 4,92 (1H, d, Isoprenila); 4,58 (1H, d, 

isoprenila); 1,54 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 1,02 (3H, s, CH3); 0,99 (3H, s, CH3); 

0,96 (3H, s, CH3); 0,94 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 178,681 (C-28); 

150,9 (isoprenila); 108,8 (isoprenila); 78,6 (C-3). 

 

 

 



116 

 

7.2.12 Semissíntese do derivado ácido 3-O-acetilbetulinico (2a)  

O derivado ácido 3-O-acetilbetulinico (2a) foi preparado a partir de 2 (2g, 4,39 mmol), 

realizando-se uma reação de acetilação no C-3, utilizando piridina e anidrido acético 

(2,04g, 20 mmol) como previamente descrito [13, 15]. A elucidação estrutural foi 

realizada conforme a literatura [13, 15], destacando-se os sinais diagnósticos. IV (cm 
-

1
): 2938 (OH), 1732 (C=O), 1692 (C=O), 1487 (C-O), 1362 (C-O), 1244 (C-O-C), 

1022 (C-OH). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d 4,65 (1H, d, C-29); 4,45 (1H, d, C-29); 

4,2 (1H, d, CH-3); 2,21 (3H, s, CH3-COO); 1,3 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 1,02 

(3H, s, CH3); 0,99 (3H, s, CH3); 0,97 (3H, s, CH3); 0,96 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400 

MHz, CDCI3) d 179,2 (C-28); 170,6 (CH3-COO); 167 (isoprenila); 109,94 

(isoprenila); 80,93 (C-3); 21 (CH3-COO). 

 

7.2.13 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil]terc-butil-

carbamato}-3-o-acetilbetulinamida (2b) 

A uma solução de 2 (1,48 g, 3 mmol) em CH2Cl2 seco (30 mL) a 0 ° C foi adicionado 

gota a gota cloreto de oxalila (7,8 ml, 9 mmol) sob atmosfera inerte, agitando-se 

durante 3 horas à temperatura ambiente. A mistura reacional foi resfriada a 0 ° C, e 

diisopropilamina (25 mL, 18 mmol) foi adicionada. Após cerca de 30 minutos, quando 

a reação já estava à temperatura ambiente o t-butil-3-[4-(3-aminopropil) 

piperazinilpropil]carbamato (2,7 g , 9 mmol ) foi adicionado sob atmosfera inerte. A 

reação foi extinta 24 horas após com água destilada (10 mL), e a fase orgânica foi 

separada. A fase aquosa foi extraída com CH2Cl2 (3 x 30 mL). As fases orgânicas 

combinadas foram secas sobre Na2SO4, filtradas, e evaporadas sob pressão reduzida, 

obtendo-se assim o derivado 2b. A elucidação estrutural foi realizada conforme a 

literatura [13, 15]. IV (cm 
-1

): 3400 (NH), 2950 (C-H), 1750 (C=O), 1687 (C=O), 1636 

(C=C), 1450 (C–O), 1369 (C–O–C) e 1190 (C–N). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d 

5,53 (1H, s, NH), 4,67 (1H, d, Isoprenila);  4,65 (1H, d, Isoprenila);  4,2 (1H, t, CH-3); 

3,5 (2H, m, NH-CH2-CH2); 3,3 (2H, m, CH2-CH2-NH2); 2,30 (3H, s, CH3-COO); 1,39 

(9H, s, CH3-BOC), 1,23 (3H, s, CH3); 1,06 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 1,03 (3H, 

s, CH3); 0,90 (3H, s, CH3); 0,89 (3H, s, CH3); 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 181,3 

(C-28); 172,7 (CH3-COO); 158,4 (O-C=O BOC); 140,9 (C-20); 119,1 (C-29); 78,1 (C-
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3); 55,52 (piperazina); 48,18 (CH2-CH2-piperazina); 47,66 (piperazina- CH2-CH2); 

42,3 (NH-CH2-CH2); 21,2 (CH3-COO). 

 

7.2.14 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-3-O-

acetilbetulinamida (2c) 

A partir do derivado 2b, foi realizada a desproteção da amina terminal da piperazina 

dissolvendo-se este derivado em CH2Cl2 (20 mL), acidificado com TFA a 10 % (50 

ml) durante 3 horas para a reação de desproteção do grupamento BOC. A reação foi 

extinta pela evaporação do solvente sob vácuo, obtendo-se 2c. A elucidação estrutural 

foi realizada conforme a literatura [13, 15]. 3410 (NH2), 2932 (C-H), 1740 (C=O), 

1688 (C=O), 1633 (C=C), 1455 (C–O), 1379 (C-H), 1254 (C–O–C), 1199 (C–N), 

1026 (CH=C). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d 4,67 (1H, d, C-29); 4,65 (1H, d, C-29); 

4,2 (1H, t, CH-3); 3,69 (2H, m, NH-CH2-CH2); 3,2 (2H, m, CH2-CH2-NH2); 2,06 (3H, 

s, CH3-COO); 1,3 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, CH3); 0,99 (3H, s, CH3); 0,97 (3H, s, 

CH3); 0,96 (3H, s, CH3); 0,96 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400-MHz, CDCI3) d 185,3 (C-

28); 138,3 (C-29); 126,06 (C-20); 78,1 (C-3); 55,52 (piperazina); 47,9 (CH2-CH2-

piperazina); 48,9 (piperazina- CH2-CH2); 39,5 (NH-CH2-CH2); 20,99 (CH3-COO). 

 

7.2.15 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil]terc-butil-

carbamato}-betulinamida (2d) 

A partir do derivado 2b, foi realizada a desacilação do C-3 através de hidrólise 

alcalina. O derivado 2b foi dissolvido em 2 ml de álcool etílico absoluto e 1 ml de 

solução aquosa de NaOH 1N. A mistura foi submetida a refluxo por 2 horas, para, 

posteriormente, o solvente orgânico ser extraído com diclorometano (3 x 1ml). As 

fases orgânicas depois de secas com NaSO4 foram reunidas e rotaevaporadas sob 

pressão reduzida, obtendo-se o derivado 2d. A elucidação estrutural foi realizada 

conforme a literatura [23]. 3400 (NH), 2965 (C-H), 1689 (C=O), 1642 (C=C), 1456 

(C–O), 1140 (C–N), 1030 (CH=C). 
1
H RMN: (100 MHz, CDCI3): d; 4,50 (1H, d, C-

29); 4,40 (1H, d, C-29); 3,80 (2H, m, NH-CH2-CH2); 3,19 (1H, t, CH-3), 3,2 (2H, m, 

CH2-CH2-NH2); 1,41 (9H, s, CH3-BOC); 1,23 (3H, s, CH3); 1,06 (3H, s, CH3); 1,04 

(3H, s, CH3); 1,03 (3H, s, CH3); 0,90 (3H, s, CH3); 0,89 (3H, s, CH3);. 
13

C RMN: (400-
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MHz, CDCI3) d 184,3 (C-28); 164,7 (O-C=O), 139,8 (C-20); 111,06 (C-29); 77,8 (C-

3); 55,52 (piperazina); 48,18 (CH2-CH2-piperazina); 47,66 (piperazina- CH2-CH2); 

42,3 (NH-CH2-CH2).  

 

7.2.16 Semissíntese do derivado N-{3-[4-(3-aminopropil)piperazinil]propil}-

betulinamida (2e) 

A partir do derivado 2d, foi realizada a desproteção da amina terminal da piperazina 

dissolvendo-se este derivado em CH2Cl2 (20 mL), acidificado com TFA a 10 % (50 

ml) durante 3 horas para a reação de desproteção do grupamento BOC. A reação foi 

extinta pela evaporação do solvente sob vácuo, obtendo-se 2e. A elucidação estrutural 

foi realizada conforme a literatura [23]. IV (cm 
-1

): 3390 (NH2), 1689 (C=O), 1645 

(C=C), 1458 (C–O), 1259 (C–N), 1010 (CH=C). 
1
H RMN (100 MHz): d; 4,48 (1H, d, 

C-29); 4,38 (1H, d, C-29); 3,73 (2H, m, NH-CH2-CH2); 3,29 (1H, t, CH-3), 3,2 (2H, 

m, CH2-CH2-NH2); 1,07 (3H, s, CH3); 1,06 (3H, s, CH3); 1,03 (3H, s, CH3); 0,99 (3H, 

s, CH3); 0,97 (3H, s, CH3); 0,96 (3H, s, CH3). 
13

C RMN: (400-MHz, CDCI3) d 178,9 

(C-28); 139,6 (C-20); 109,3 (C-29); 79,5 (C-3); 56,66 (piperazina); 50, 09 (CH2-CH2-

piperazina); 49,1 (piperazina- CH2-CH2); 45,4 (NH-CH2-CH2. 

 

7.2.17 Semissíntese do ácido 3-oxo- betulínico (2f) 

O derivado 2f foi obtido através de uma reação de oxidação em C-3 do precursor 2, 

usando reagente de Jones. Em uma solução de 2 (455 mg, 1 mmol) em acetona (5 ml) 

é adicionado o reagente de Jones (2 ml), sob agitação, à 0ºC. A reação foi mantida sob 

agitação constante durante 1 hora à temperatura ambiente. Após este período, a reação 

é novamente resfriada à 0ºC para adição lenta, sob agitação, de propanol (30 ml). Após 

30 minutos à temperatura ambiente o precipitado (2f) formado é filtrado sob pressão 

reduzida.  A elucidação estrutural foi realizada conforme a literatura [23]. IV (cm 
-1

): 

2960 (OH); 1710 (C=O); 1688 (C=O). 
1
H RMN (100 MHz): 4,60 (2H, d, C-29); 4,50 

(2H, d, C-29); 1,17 (3H, s, CH3); 1,08 (3H, s, CH3); 1,07 (3H, s, CH3); 1,04 (3H, s, 

CH3); 0,99 (3H, s, CH3). 0,98 (3H, s CH3). 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) d 210,4 (C-

3), 180,3 (C-28), 149,8 (C-20); 121,2 (C-29).  
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7.2.18 Semissíntese do ácido 3-hidroxiamino-betulínico (2g) 

A partir de uma solução do derivado 2f (77 mg, 0,17 mmol) em etanol absoluto (1 ml) 

e piridina (0,6 ml), foi adicionado cloridrato de hidroxilamina (28 mg, 0,4 mmol). A 

reação foi mantida à temperatura ambiente e atmosfera inerte por 36 horas até a 

formação de precipitado. Após este período, a mistura reacional foi filtrada, obtendo-

se assim o derivado 2g. A elucidação estrutural foi realizada conforme a literatura 

[23]. IV (cm 
-1

): 2953 (OH), 1689(C=O), 1659 (C=N), 1040 (C-O-H). 
1
H RMN (100 

MHz): d 4,55 (1H, d, C-29); 4,45 (1H, d, C-29); 1,18 (3H, s, CH3); 1,09 (3H, s, CH3); 

1,08 (3H, s, CH3); 1,06 (3H, s, CH3); 0,99 ( 3H, s, CH3); 0,98 ( 3H, s, CH3). 
13

C RMN: 

(400 MHz, CDCI3) d 179,8 (C-28); 165,9 (C-3) 145,6 (C-20); 112,4 (C-29).  

 

7.2.19 Semissíntese do ácido 3-amino-betulínico (2h) 

A partir de uma solução do derivado 2g (225 mg, 0,5 mmol) em tetrahidrofurano-THF 

(10 ml) foi adicionado vagarosamente LiAlH4 (148,5, 2,64 mmol) sob atmosfera inerte 

à 0ºC. A solução reacional foi mantida em refluxo por 6 horas. Após este período foi 

adicionado à reação uma solução aquosa de NaOH 1N. A mistura foi, então, agitada 

durante 1 hora e, posteriormente, extraída com éter dietílico (3 x 10 ml). As fases 

orgânicas foram reunidas e secas com Na2SO4 para posterior evaporação do solvente 

orgânico sob pressão reduzida, obtendo-se assim o derivado 2h. A elucidação 

estrutural foi realizada conforme a literatura [23]. IV (cm 
-1

): 3030 (NH2), 1691 (C=O), 

1034 (C-O-H). 
1
H RMN (100 MHz): d 4,52 (1H, d, isoprenila); 4,39 (1H, d, 

isoprenila), 2,19 (1H, t, CH-3) 1,13 (3H, s, CH3); 1,08 (3H, s, CH3); 1,07 (3H, s, CH3); 

1,04 (3H, s, CH3); 0,94 (3H, s, CH3); 0,92 (3H, s, CH3); 
13

C RMN: (400 MHz, CDCI3) 

d 178,4 (C-28); 141,3 (isoprenila); 129,5 (isoprenila), 65,7 (C-3).  

 

7.3 Atividade antitumoral 

7.3.1. Reagentes 

DMEM (Dulbecco’smodifiedEagle’smedium), SFB (soro fetal bovino), fungizona, 

solução de tripsina em EDTA 0,5% foram adquiridos da Gibco (Gibco BRL, Grand 

Island, NY). Solução Penicilina/estreptomicina, dimetilsulfóxido (DMSO) e {brometo 

de [3-(4,5-dimetiltiazol)-2-5-difeniltetrazolio]} (MTT) foram adquiridos da Sigma 
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(Sigma ChemicalCo., St. Louis, MO). Todas as outras substâncias químicas e 

solventes utilizados foram de grau analítico. 

 

7.3.2. Cultura de células  

As linhagens de glioma de rato (C6) obtidas da American Type Culture Collection 

(Rockville, Maryland, USA) foram cultivadas em DMEM contendo 0.5 U/mL 

gentamicina, 2,5mg/mL fungizona e suplementadas com 5% de soro fetal bovino. As 

células foram mantidas em incubadora a 37°C com 95% de umidade relativa e 5% de 

CO2. 

 

7.3.3. Tratamento das células  

As células foram tratadas com os derivados semissintéticos nas concentrações de 1, 10, 

25, 50, 75 e 100μM por períodos de 24 e 48h. 

 

7.3.4. Citotoxicidade  

Foi avaliada pelo método do MTT. Este método baseia-se na redução do sal tetrazólio 

MTT em um produto pigmentado chamado formasan, por atividade de desidrogenases 

mitocondriais. As células foram cultivadas e tratadas como descrito anteriormente. 

Após o período de tratamento, foram adicionados ao meio de cultura 5mg/mL do 

reagente de MTT e as culturas foram incubadas por 1h. A absorbância foi medida em 

Leitor de ELISA a 560 e 650 nm.  

 

8. Análise estatística 

 

As comparações entre as médias foram realizadas através da ANOVA, seguida do pós-

teste de Tukey. Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. Os dados foram analisados com o auxílio do software Graphpad Prism 

versão 5.01. 
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