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DISTRIBUTION, BIOLOGICAL ACTIVITIES, SYNTHESIS, AND PURIFICATION METHODS FOR PODOPHYLLOTOXIN
AND ITS DERIVATIVES. Podophyllotoxin is the most studied lignan because of its use as an antimitotic agent and because it

is a precursor of pharmacologically active derivatives. This review describes the anticancer activities of podophyllotoxin and the
different processes that have been developed for its extraction and purification from Podophyllum spp. In addition, the synthesis
routes of this compound and the development of three semi-synthetic procedures to obtain etoposide, teniposide, and Etopophos

are detailed.
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INTRODUCAO

Atualmente os anticancerigenos s@o responsdveis por cerca de
1/3 do mercado mundial de farmacos, sendo que os quimioterapicos
derivados de taxanos e da camptotecina sdo responsdveis pelo fatu-
ramento de cerca de 3 bilhdes de ddlares.! Somente o mercado norte
americano apresenta aumento anual de 10% na comercializac¢@o de
quimioterdpicos.’

Desde o final da década de 1990, dentre os novos anticancerige-
nos efetivos obtidos a partir de produtos naturais, pode-se destacar
o taxol (1) extraido de Taxus brevifolia (Taxaceae) e seu derivado,
conhecido como docetaxel (2), (Figura 1).> Além desses, podem ser
citados vérios compostos que ainda estdo em fase de testes clinicos,
incluindo os derivados da camptotecina e da epipodofilotoxina. Nos
ultimos anos, a combretastatina A4 isolada de Combretum caffrum
(Combretaceae) passou também por processos de derivatizagdo,
fornecendo os derivados fosfatado 3 e AVE-8062 (4), que possuem
atividade antineopldsica marcante. Homoharringtonina (5), um
alcaloide isolado de Cephalotaxus harringtonia (Cephalotaxaceae)
¢ um inibidor de sintese de proteinas e conhecido por sua atividade
antineopldsica contra leucemia mieloide. O ingenol 3-O-angelato
(6), um andlogo do poli-hidroxi diterpeno ingenol (7), obtido a partir
de Euphorbia peplus (Euphorbiaceae), é¢ um agente quimioterapico
de uso tépico contra cincer de pele. O fenoxodiol (8) € um andlogo
sintético da daidzeina, extraida da soja [ Glycine max (Fabaceae)], estd
em fase de teste nos Estados Unidos e na Austrdlia para o tratamento
de cancer cervical, de ovdrio, de préstata, de rins e vaginal. O proto-
panaxadiol (9), aglicona triterpénica derivada de vérias saponinas do
ginseng [Panax ginseng (Araliaceae)], exibe efeito apoptdtico sobre
células cancerigenas e tem se mostrado citotdxico a varios tumores
resistentes a outros firmacos.*

A podofilotoxina (10), desde o inicio do seu uso clinico, mos-
trou-se efetiva contra verrugas causadas por papilomas venéreos e
também era empregada em tratamentos dermatoldgicos, além de
possuir atividade antiviral. Desde a descoberta de suas proprieda-
des anticancerigenas existe uma demanda comercial elevada por
esta substancia, principalmente para obtencdo de vdrios derivados
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farmacologicamente ativos e usos clinicos que utilizam a podofi-
lotoxina.’ Para suprir a demanda crescente dessa substincia, vérios
processos de extracdo, purificacdo e sintese tém sido desenvolvidos.

A presente revisdo € um relato do estado da arte sobre a quimica
e as atividades bioldgicas da podofilotoxina e seus derivados comer-
ciais, bem como uma descri¢@o dos diferentes processos de extragao,
purificagdo e isolamento dessa substancia e das rotas sintéticas da
producdo do etoposide, Etopophos e teniposide. Para a presente
revisdo foram utilizadas as seguintes bases de dados: Scifinder, Web
of Science, ScienceDirect, United States Patent e European Patent
Office.

LIGNANAS

O papel bioldgico das lignanas nos vegetais ainda ndo é com-
pletamente conhecido, mas acredita-se que esteja relacionado com a
defesa dos mesmos e na regulacio do seu crescimento. As diferentes
estereoquimicas e padrdes de substitui¢do nos grupos arila contribuem
na formacao de diferentes estruturas que podem apresentar diversas
atividades bioldgicas. Dentre as de maior interesse, destacam-se as
atividades antiviral, antifiingica, imunossupressora, antiasmadtica,
antioxidante e citotéxica.®

A atividade citotdxica indica o grau de morte celular induzida
que um extrato, resina ou substancia oferece a um determinado tipo
de célula. Assim, os ensaios de citotoxicidade sao uma ferramenta
guia para o descobrimento de novos farmacos que podem ser usadas
em tratamentos contra o cincer. Embora nem todos os compostos
citotéxicos apresentem aplicagdo anticancerigena na terapéutica,
todos os anticancerigenos mostram elevada citotoxicidade. Dentre as
vérias classes, destacam-se as lignanas ariltetralinicas, em especial,
a podofilotoxina (10), devido ao seu efeito anticancerigeno compro-
vado. A podofilotoxina mostra-se um agente tanto com atividade
citotoxica quanto anticancerigena e ja foi utilizada por muito tempo
para tratar condilomas venéreos.

Historico e ocorréncia da podofilotoxina

O termo podofilotoxina € derivado de espécies do género
Podophyllum (Figura 2), como por exemplo, P. peltatum L. e
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Figura 1. Anticancerigenos naturais obtidos de plantas e derivados

P. hexandrum Royle (syn. P. emodi) (Berberidaceae) que produzem
essa lignana e foram utilizadas por muito tempo como plantas me-
dicinais com agdes catdrticas e colagogas.

As raizes secas e os rizomas das mandrdgoras (como essas espé-
cies sdo conhecidas popularmente) fornecem uma resina obtida por
extragdo com etanol, conhecida como podofilina. Esta resina foi a
forma terap€utica mais utilizada no século XIX.

Em 1872, ja se havia observado que extratos das duas espécies de

A~
v NN ' -
Figura 2. Espécimes floridas de Podophyllum peltatum L. e P. hexandrum Royle (syn. P. emodi) Fonte: http://eol.org/pages/61138/overview, acessado em 15
agosto de 2013 e http://en.wikipedia.org/wiki/Podophyllum_hexandrum acessado em 15 agosto de 2013
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Podophyllum eram toxicos a mucosas, e ficou cada vez mais evidente
que a prépria podofilotoxina também era téxica, principalmente devi-
do a ocorréncia de sérias irritagdes gastrointestinais. Testes em sapos,
gatos, caes e coelhos com podofilotoxina obtida a partir da resina de
Podophyllum mostraram efeitos similares a colchicina, sendo que os
efeitos foram mais potencializados nos carnivoros quando comparado
aos herbivoros. Por essas razdes, no século XIX, a podofilina ndo foi
mais usada terapeuticamente como purgante ou como colagogo.’

.
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Sem muitos dados sobre a toxicidade da podofilotoxina nas décadas
seguintes, os extratos de Podophyllum foram retirados da Farmacopeia
Americana em 1942. Neste mesmo ano, um estudo descreveu o uso
bem sucedido da podofilina por meio do seu uso tépico para tratar
condilomas venéreos. Esse resultado criou a possibilidade do uso da
podofilina contra tecidos cancerosos.® A partir dessa descoberta, a
quimica e a atividade antineopldsica de muitos componentes da podo-
filina foram exaustivamente estudados. Destaca-se que o isolamento
da podofilotoxina ocorreu em 1880, no entanto, sua determinacio
estrutural foi completada somente em 1951.°

Atividade citotoxica — mecanismo de ac¢io

A podofilotoxina e outras lignanas ariltetralinicas, bem como seus
derivados apresentam atividades bioldgicas relevantes, principalmente
como fortes agentes antineopldsicos e antivirais. Em 1946, estudos
confirmaram a podofilina como potente agente antimittico compara-
vel a colchicina, sugerindo que seus mecanismos de acdo sdo similares
e envolvem a dindmica de organizagio do fuso mitético.!” Hartwell e
Shear mostraram que a podofilina e em maior grau a podofilotoxina
destrufam tumores em animais, enquanto a picropodofilotoxina (11)
(Figura 3), ndo era ativa."!

A podofilotoxina se liga a tubulina, subunidade monomérica fun-
damental dos microtibulos, de forma tdo forte quanto a colchicina.'?
Os microttbulos s@o longos filamentos em forma de tubo formados
por polimeros de proteinas que sdo componentes chaves do citoesque-
leto em células eucaridticas. S@o essenciais para o desenvolvimento e
a forma das células, transportes de componentes, sinalizagdo celular
e no processo de mitose em que os cromossomos duplicados de
uma c€lula sdo separados antes da clivagem. Esse processo requer o
equilibrio dindmico entre organizagdo e desorganizacdo dos micro-
tubulos. Portanto, qualquer distirbio nesse equilibrio pode causar a
interrup¢do da mitose e consequente morte da célula.'

A atividade citotéxica da podofilotoxina estd diretamente rela-
cionada com uma configuracdo unica em C-7', C-8' e C-8, que € o
sistema tensionado da frans-y-lactona. Na presenca de bases fracas,
a podofilotoxina € epimerizada lentamente para o epimero em C-8',
picropodofilotoxina (Figura 3), que € termodinamicamente mais
estavel devido a diminui¢do da tensdo, mas que apresenta pouca
ou nenhuma atividade citotéxica.” Analisando as tensdes presentes
no anel B (dtomos marcados de verde, Figura 4) observa-se que, na
podofilotoxina, essas tensdes provocadas pelo anel trans-lactonico
levam a deformagdo deste anel B, for¢ando os dtomos de carbono
a permanecerem todos no mesmo plano do anel A. Na picropodofi-
lotoxina, o anel cis-lactonico favorece a diminuig¢@o dessas tor¢des,
levando o anel B a adotar a conformagdo de barco, mais estavel do
que aquela presente na podofilotoxina.

A acgdo da podofilotoxina parece ilustrar o comportamento
inibitério de microtibulos fortemente dependente da concentragdo.
Em concentragdes suficientemente altas, a podofilotoxina provoca
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Figura 3. Epimerizacdo da podofilotoxina (10) a picropodofilotoxina (11)
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Figura 4. Modelos moleculares da podofilotoxina (a) e da picropodofilo-
xina (b)

a desestruturaciio dos microttibulos (o que a classifica no grupo de
desestabilizadores de microtibulos); em baixas concentragdes de
tubulina livre, hd um efeito desproporcionalmente grande em inibir
o crescimento e suprimir a dindmica de microtibulos, sem desmon-
tar uma grande fracdo da populacdo dos mesmos. Isto sugere um
mecanismo de controle em potencial para a dinamica e estabilidade
dos microttibulos, afetando a atividade celular, sem necessariamente
causar desmontagem dos mesmos.'*

A podofilotoxina néo € o tinico firmaco que interrompe a estru-
turacdo e estagnacao dos microtibulos, outros tais como a colchicina,
esteganancina, taxol e os alcaloides derivados da vinca sdo também
exemplos de inibidores da polimerizacido/despolimerizagdo de
microtibulos. Os mecanismos das interagdes com os microttibulos
da podofilotoxina e da colchicina sdo similares, mas nao idénticos.
Acredita-se que ambas ndo competem pelo mesmo sitio na tubulina,
mas se ligam a grupos superpostos.'

Estudos de relagdo estrutura atividades sugerem que os anéis B
e trans-lactonico estdo envolvidos na interacdo com a tubulina. A
configuracdo, volume e carater hidrofébico do substituinte em C-7 e
impedimento estérico sobre o anel lactonico afetam significativamente
a atividade dos derivados da podofilotoxina.

Biossintese da podofilotoxina

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para elucidagdo da rota
biossintética da podofilotoxina que até o momento nio € totalmente
conhecida. De um modo geral, propde-se que duas unidades de alcool
coniferilico (12), derivado da via dos fenilpropanéides, promovam
acoplamento oxidativo intermolecular 8-8' regioseletivo e estereos-
seletivo, via pinoresinol sintase, para formar o (+)-pinoresinol (13),
com auxilio de uma proteina dirigente.'® As duas etapas seguintes
tém atuagdo da enzima pinoresinol-lariciresinol redutase e levam a
formagao do (-)-secoisolariciresinol (15), passando antes pelo (+)-la-
riciresinol (14), por meio de reducdes estereosseletivas sequenciais
que resultam em inversdo da configuracio de C-7 e C-7’ do pinore-
sinol. O secoisolariciresinol € oxidado pela enzima secoisolaricire-
sinol desidrogenase, formando (-)-matairesinol (16). Este dltimo &
considerado o precursor comum das chamadas podofilotoxinas. Em
trabalhos com marcagdo isotdpica, pode-se verificar que quando
matairesinol ['*C] é administrado em Podophyllum, ocorre incorpo-
racdo na podofilotoxina produzida. Estes experimentos demonstram
que o (-)-matairesinol € provavelmente o precursor comum dessas
substancias via intermedidrios apropriados.? Hoje também encontra-se
estabelecido que o préximo intermediario formado na biossintese €
a yateina (17), seguido da desoxipodofilotoxina (18), que sob agdo
da enzima desoxipodofilotoxina 6-hidrolase leva a formagdo da
B-peltatina (19) e com a agdo da desoxipodofilotoxina 7-hidrolase,
produz (-)-podofilotoxina (Figura 5).'¢
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Figura 5. Proposta de biossintese da podofilotoxina
ESTRATEGIAS SINTETICAS PARA A PODOFILOTOXINA

Os desafios para sintese da podofilotoxina sdo devidos a estereo-
quimica especifica de quatro centros quirais, pela presenca do anel
trans-lactonico rigido e o substituinte aril em posi¢do axial no anel B
que oferece alto impedimento estérico. Esse desafio € acentuado pela
epimerizacao termodicamente favorecida no C-8' para o isdmero mais
estavel picropodofilotoxina, com um anel cis-lactdnico mais flexivel.!”
Quatro rotas principais para a sintese da podofilotoxina e derivados
foram desenvolvidas, embora diversas variacdes e inovagdes tenham
sido introduzidas em cada um desses procedimentos: formacio de
um x-oxoéster, lactonizagdo de um 4cido di-hidroxilico, ciclizagdo
de um produto de adi¢cdo conjugada, e utilizacdo de uma reacio de
Diels-Alder para sintetizar a unidade ariltetralinica (Figura 6).>'®

A primeira sintese da podofilotoxina remete a década de 1960.
A estratégia utilizada foi a epimerizagdo da podofilotoxina (10) sob
catdlise bdsica para picropodofilotoxina (11) (Figura 3). A reacdo
inversa também foi relatada, de modo que 11 foi convertida em
equilibrio para 10. A propor¢ao de podofilotoxina na mistura em
equilibrio € muito pequena (cerca de 3%) para que este processo
seja considerado uma forma prdtica de se obter a podofilotoxina.
Acreditando que um enolato era o intermedidrio da isomerizagao,
Gensler e colaboradores contornaram a limitacéo termodindmica que

0~ ; “OCH,
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impde uma pequena propor¢ao de 10 na mistura quando o equilibrio
¢ atingido. Para a formacdo do enolato, um dtomo de hidrogénio na
forma de préton de 11 € abstraido pelo catalisador de cardter basico.
De acordo com esses autores, essa etapa ocorre em equilibrio e a etapa
seguinte, de abstracdo de prétons, € irreversivel, na qual a mistura
podofilotoxina/picropodofilotoxina nao € controlada pelo equilibrio
e sim pelas velocidades de abstracdo dos prétons acima do plano do
enolato (para formar a podofilotoxina) ou abaixo do plano, formando
a picropodofilotoxina.'

A andlise dos estados de transicdo para os dois modos de pro-
tonacdo pode dar uma ideia da utilidade deste fenomeno. Estudo
empregando modelos construidos com dtomos de preenchimento de
espaco demonstrou que ha espaco sensivelmente mais acima do que
abaixo do anion enolato. Assim sendo, a protonagdo pelo lado supe-
rior € cineticamenete mais favorecida que aquela pelo lado inferior."

Outra estratégia sintética desenvolvida também fez uso das rea-
¢des de epimerizagdo. Uma delas mostra que o mesmo tratamento
da isopodofilotoxina (20) também produziu a epimerizagdo em C-8’
para cis-8,8’, fornecendo a estereoquimica da isopicropodofilotoxina
(21) (Figura 7) onde os hidrogénios 8/8’ e 8°,7° encontram-se em cis.
De modo a converter os produtos com estereoquimica cis-8,7” pre-
sente na isopodofilotoxina para a estereoquimica desejada, tal como
na picropodofilotoxina (estereoquimica trans-8,7"), € necessdria a
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Figura 7. Epimerizagdo da isopodofilotoxina (20) a isopicropodofilotoxina (21) catalisada por base

epimeriza¢do em C-8 ou C -7’ em vez da epimerizacio habitual em
C-8’. Uma vez que ndo existem grupos funcionais préximos a C-7’
que possam assistir a epimerizagdo, o C-8 € o alvo da epimerizagao.
A presencga da func@o carbonila em C-7 foi apropriada para esta
conversdo, com a vantagem de que ela pode estar presente como
um grupo funcional protegido (ditiana, ditiocetal ou cianidrina) nos
intermedidrios ndo ciclizados e também nos produtos de cicliza¢do.”

A reagdo com geracdo de espécies de carbo-hidroxipalddio produz
simultaneamente e de forma diastereosseletiva ligagdes C-C e C-O

para formar um anel furano. A analogia com o anel lacténico da podo-
filotoxina, incluindo o grupo hidroxilico em C-7, levou a se considerar
que essa reacio era uma nova abordagem sintética da lignana. Dessa
forma, foram introduzidas fung¢des no grupo tetralinico de andlogos
da podofilotoxina a partir de duas rea¢des empregando palddio como
catalisador. Essa reagdo levou a uma ciclizagdo diastereosseletiva con-
comitante a hidroxilagdo para formar o anel furano funcionalizado. A
segunda reacio, uma nova ciclizagdo também catalisada por palddio,
apresentou rendimentos expressivamente diferentes com a variacio



248 Medrado et al.

10% (mol) PdCl,

<o N 30% (mol) TPPTS
0 = dioxano/H,0 (6:1)
0 80°C, 5h, 88%
22
C_)TIPS
0 . CF,CO,Ag, I,
( 0 —_—
0 ZX CH,Cl,, -78°C
100%
24
OTIPS
o :
( O‘ o Adigao de Michael
o -~

\
O

26

Figura 8. Sintese de andlogos da podofilotoxina catalisada por palddio

do substrato, da base e do solvente utilizado. Condi¢des otimizadas
foram obtidas com o uso do ligante bidentado difenilfosfinoferroceno
(dppf) e do p-metoxifenil (PMP) e tilio como bases, além de aditivos
em dioxano a 110 °C. A introdugio do grupo benzil em C-7’ foi
realizada por meio de uma adicdo de Michael intermolecular. Esta
sintese se constituiu num procedimento rdpido com rendimento de
30% na preparagdo de um precursor da podofilotoxina e de seus
andlogos (Figura 8).”!

Outra estratégia retrossintética importante para a obtencao dos
derivados da podofilotoxina partiu da isopicropodofilona (28) e
encontra-se representada na Figura 9. Esta transformagio exige um
desvio incomum do curso tradicional da rea¢@o de Barton-McCombie.
Restricdes geométricas sobre a formacdo das duas ligacdes in-
tramoleculares C—C controlam a estereoquimica nos dois novos
estereocentros; a regioquimica de substituicdo no grupo migratdrio
aromadtico € garantida por uma etapa de substitui¢do ipso-aromatica
325335342

A isopicropodofilona (28) pode ser obtida da reacdo de desaroma-
tiza¢do naftalénica de Meyer. A adi¢@o nucleofilica estereosseletiva de
dimetilfenilsililitio ao derivado oxazolinico obtido entre a valina e o de-
rivado naftila (35), seguida por adi¢io ao aza-enolato pelo cloroformiato
de alila, forneceu o aduto 38 como um tnico diastereoisomero. Esta
reagdo foi inesperadamente acompanhada pela formagdo do produto
36 de uma S Ar. A oxazolina 38 foi convertida no aldeido 39, que por
sua vez gerou o dlcool 40. A conversdo seguinte ao tionocarbonato 41
e a exposi¢do a tris-(trimetilsilil)-silano levou a lactona ariltetra-hidro-
naftalénica 42 (40% de rendimento). A oxida¢do de Fleming-Tamao
do silano benzilico levou a formagio do alcool correspondente, que
foi imediatamente oxidado a cetona 43. Finalmente, a desalilagdo-des-
carboxilagio mediada por palddio forneceu a isopicropodofilona (28),
com rendimento total de 11% (Figura 10).%
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PROCESSOS DE EXTRACAO E PURIFICACAO DA
PODOFILOTOXINA

A sintese total de podofilotoxina, molécula que possui quatro
centros quirais, requer um processo sintético de custo elevado.”
Existe uma demanda muito grande por podofilotoxina, para conver-
sdo desta aos vdrios derivados farmacologicamente ativos e para os
usos clinicos que utilizam a podofilotoxina pura.’ De modo a suprir
a demanda crescente dessa substancia em quantidades comerciais,
indmeros processos de extragdo e purificagdo t€ém sido desenvolvidos
em todo o mundo.

Em meados do século XX, a podofilotoxina era isolada a partir
da podofilina por meio de processos trabalhosos que incluiam, por
exemplo, extracdo com solvente seguida de outras etapas de purifica-
¢d0.% Assim, a cromatografia se tornava cada vez mais essencial para
a purificagdo desse composto, apesar da presenca de seus congéneres
naturais em pequenas quantidades. A purificacdo por cromatografia
necessdria para se obter a podofilotoxina com grau de pureza acei-
tavel utilizava benzeno, apesar de se ter conhecimento dos perigos
oferecidos por este solvente. Dessa forma, a podofilotoxina pura se
tornava rara, com alto custo e dificil de obter comercialmente.’

O primeiro processo patenteado para a obtencdo de podofiloto-
xina buscando alta eficiéncia e baixo custo data do ano de 1985.5 A
estratégia baseou-se na preparagio da podofilotoxina, com alto grau
de pureza, a partir de uma solucéio da resina obtida de espécies de
Podophyllum em um solvente organico, e, em seguida, formagao de
um complexo sélido da podofilotoxina com solventes aromdticos e/
ou heteroaromaticos, separando o complexo da solucdo por meio de
cristalizacdo (Figura 11). O processo pode ser feito empregando-se
vidrarias comuns de laboratério com capacidade acima das corri-
queiras. Este € um processo simples que compreende duas etapas
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Figura 9. Estratégia retrossintética para sintese da podofilotoxina usando isopicropodofilona como precursor

de recristalizacdo. Uma desvantagem do processo € o emprego de
substancias aromdticas téxicas, sendo contraditério extrair uma
substancia utilizada em diversas quimioterapias com materiais que
podem causar neoplasias.

Esse processo extrativo faz uso de solucdo bdsica na segunda
recristalizagio, sendo possivel assumir que o produto final pode estar
contaminado, como j4 discutido, com o epimero em C-8’, a picro-
podofilotoxina. Entretanto, as andlises do produto final surpreendem
pelo grau de pureza da podofilotoxina obtida e a baixa contaminagio
com a picropodofilotoxina.

Posteriormente, Jennings e colaboradores® propuseram outro
processo para a purificacdo da podofilotoxina a partir da mesma
resina, empregando duas recristalizagdes intercaladas por adigio de
um adsorvente, preferencialmente em alumina, para a remocao de im-
purezas da resina e principalmente da demetilpodofilotoxina. Todavia,
a partir da primeira recristalizagio seguida por processo de adsor¢io
é possivel obter um material rico em podofilotoxina, mas que pode ter
seu grau de pureza aumentado por uma segunda recristaliza¢do, como
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é proposto pelos autores (Figura 12).% O contato entre a solu¢do do
produto de primeiro estdgio e uma fase sélida inorganica e adsorvente
com grande drea superficial, favorecendo a adsor¢io de impurezas da
solugdo de primeiro estdgio (principalmente a demetilpodofilotoxina),
fornece o produto de segundo estagio. A patente depositada com esse
processo fornece um exemplo com quantidades reais de cada um dos
reagentes, solugdes e resina. O controle da pureza durante o processo
¢ feito por CLAE e o rendimento final da extragdo € de 14,2% em
massa de podofilotoxina em relag@o a resina (podofilina).?

A comparagdo dos processos desenvolvidos por Buchardt e
Jennings mostra que o rendimento do primeiro € mais que o dobro
do segundo. Enquanto que a metodologia proposta por Buchardt faz
uso de solventes aromdticos, a de Jennings utiliza solventes clorados,
de modo que em ambas existe a exposicao acentuada dos operadores
a solventes toxicos.

Uma alternativa ao uso de solventes capaz de purificar podofi-
lotoxina cristalina anidra partindo-se da podofilotoxina obtida em
estado bruto (baixa pureza) foi proposta a partir da dissolugdo em
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Figura 10. Sintese da isopicropodofilona para posterior conversdo a podofilotoxina. (a) PhMe,SiLi (5,0 equiv.), THF, -78°C, 3 h, seguido de cloroformiato de
alila (7,5 equiv.), aquecimento de -78 °C a 25 °C; (b) KHCO;, (0,7 equiv.), K,CO; (2,5 equiv.), MeOH-H,0, 25°C, 55 min., 30% de (31), 57% de (30) nas duas
etapas; (c) MeOTf (2,0 equiv.), CH,Cl,, 25 °C, 2h, seguido de NaBH , (4,0 equiv.) THF-MeOH, 25 °C, 30 min., seguido de (COOH),.2H,0 (5,1 equiv.), THF-H,0,
25°C, 16 h, 100% nas trés etapas; (d) Bu,SnH (2,0 equiv.), SiO,, PhMe, 80°C, 10 h, 79%; (e) 3,4,5-trimetoxifenol (1,1 equiv.), piridina (2,0 equiv.), CH,CL,, 25
°C, 2 h, 99%:; (f) (Me;Si);SiH (1,1 equiv.), AIBN (0,6 equiv. adicionado em 14 h), PhH, 80 °C, 14 h, 40%; (g) BF.2AcOH (9,0 equiv.), CH,Cl,, frasco selado,
50°C, 27 h, seguido de m-CPBA (6,9 equiv.), KF (1,2 equiv.), DMF, 25 °C, 1 h, seguido de periodinano de Dess-Martin (1,8 equiv.), CH,Cl, , 25 °C, 30 min.,
60% baseado no (36) recuperado nas trés etapas; (h) Pd(OAc), (4 equiv.), PPh; (8,0 equiv.), HCO,H (40 equiv.), Et;N (50 equiv.), THF, 25 °C, 43 min., 100%
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Figura 11. Esquema do processo de purificacdo da podofilotoxina a partir da podofilina desenvolvido por Buchardt e colaboradores
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Agitacao mecanica
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- Dessecador, 24 h
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Figura 12. Esquema do processo de purifica¢do da podofilotoxina a partir de resinas de Podophyllum desenvolvido por Jennings e colaboradores

um solvente cujo ponto de ebuliciio deve ser menor que 130 °C e teor
de dgua em torno de 1%. A solu¢@o € resfriada até a precipitagdo da
podofilotoxina, fornecendo os cristais que sdo secos a temperatura
ambiente. Durante a secagem a temperatura € elevada até que ocorra
fusdo dos cristais, na faixa de 183-184 °C. Desse modo, o residuo de
solvente fica em torno de 500 ppm. Na presenca de solvente orgénico
adsorvido no material, a adi¢do de outra substancia leva a formacao
de azedtropo para a remogdo desse solvente. Além disso, € observado
aumento do rendimento quando dgua € adicionada a mistura na tltima

etapa de cristalizagdo (Figura 13).%

Existem metodologias mais recentes que também estiio paten-
teadas, mas ainda ndo estdo disponibilizadas na integra para acesso
ao publico. Assim, em um processo de 1997 € proposto a purificacdo
da podofilotoxina a partir de P. emodi em apenas uma etapa.”’” Outro
método foi patenteado para obter podofilotoxina de alta pureza a
partir da raiz de espécies de Podophyllum da China. A metodologia
consiste da etapa de extracdes com alcodis para a obtencdo do ex-
trato inicial, seguida de outra extrag@o para obter a podofilotoxina
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Figura 13. Esquema do processo de purificagdo da podofilotoxina utilizando solventes ndo aromdticos ou halogenados desenvolvido por Roedovre e Vaerloese

bruta; a segunda etapa consiste no isolamento da podofilotoxina em
coluna de cromatografia de alta pressdo, fornecendo um produto
com pureza 299 %.%

FONTES ALTERNATIVAS DE PODOFILOTOXINA

A forma de obtengdo de podofilotoxina utilizada atualmente con-
siste no isolamento a partir dos rizomas de P. emodii e P. peltatum.
Porém, esse método ndo representa um sistema de produgao ideal,
visto que, apesar do rizomas de P. emodii possuirem cerca de 4% de
podofilotoxina em peso seco da droga vegetal (P, peltatum, esse valor
€ pouco menor)¥, o provimento dessa substincia torna-se cada vez
mais limitado em funco da intensiva colheita dessas espécies e a falta
de cultivo das mesmas. Essas espécies fazem parte da CITES, que
lista ndo necessariamente as espécies em extingdo, mas que podem
vir a ser, caso ndo haja um controle.*

Estudos recentes mostraram que algumas espécies de Lamiaceae
podem ser consideradas fontes alternativas de podofilotoxina e com-
postos relacionados, sendo utilizadas suas partes aéreas. Espécies
de Hyptis e Eriope apresentaram teor total de lignanas do grupo das
podofilotoxinas préximo a 4% em relag¢@o ao peso seco do vegetal,
um valor compardvel aquele exibido pelas espécies de Podophyllum
utilizadas como fontes comerciais de podofilotoxina. A possivel ob-
tengdo comercial desses componentes das partes aéreas dos vegetais
representa uma grande vantagem por serem fontes renovédveis. Uma
indicac¢@o para prospeccdo de novas fontes de podofilotoxina em
Lamiaceae foi dada pela triagem de extratos apresentando atividade
citotdxica. Assim, a partir do estudo dos extratos citotéxicos das fo-
lhas de Eriope blanchetii e E. latifolia (Lamiaceae) foi possivel obter
podofilotoxina e seu precursor yateina, dentre outras lignanas.*> Na
literatura também estdo descritas outras fontes vegetais de diferentes
familias das quais a podofitoxina e seus derivados foram isolados, sen-
do registrado que essa substancia foi isolada de Juniperus chinensis e
J. scopulorum (Cupressaceae),* Dyosma versipellis (Berberidaceae)™
e Bursera fagaroides var. fagaroides (Burseraceae).*® As informagdes
contidas nesse estudo servem de subsidio para trabalhos que visem
exploracdo comercial e sustentdvel da podofilotoxina a partir de
fontes alternativas.

Uma abordagem alternativa para o provimento de podofilotoxina
tem sido a produgdo por via biotecnoldgica. A selecdo da melhor
linhagem de células, a sua manutengao e estabilizagio sdo necessarias
para a produ¢do em biorreatores e posterior aumento de escala do
processo de cultivo ao nivel industrial. A escala de crescimento e de
rendimento do produto depende de uma multiplicidade de fatores,
como meio de cultura, condic¢des fisico-quimicas de indculo da se-
mente, tipo de reator e as condicdes de processamento. A composi¢ao
do meio de cultura, elicitores e precursores também influenciam
sensivelmente a produgio.*

Uma proposta de cultivo submerso de P. hexandrum (P. emodi)
para a producdo de podofilotoxina foi realizada em biorreator sob
agitagdo, equipado com um impulsor de baixo cisalhamento. Os
requisitos especificos do meio, como fonte de carbono (agtcar) e de
luz foram estabelecidos para o aumento da producdo de podofiloto-
xina por P. hexandrum em culturas em suspensdo. A substituicao da
sacarose por glicose resultou em maior crescimento e produgdo de
podofilotoxina. A biossintese da podofilotoxina foi favorecida quando
as c€lulas das plantas foram cultivadas no escuro. A velocidade de
agitacdo de 100 rpm foi suficiente para homogeneizagio no biorreator
sem causar significativos danos as células.’’

Na busca de uma fonte alternativa vidvel dos compostos bioa-
tivos de espécies de Podophyllum foram avaliados espécimes de P,
hexandrum, das altitudes do Himalaya, que proporcionam um terreno
ideal para a formac@o de relacionamentos simbidticos entre microor-
ganismos e vegetais. Neste estudo, foi isolado de P. hexandrum o
fungo endofitico Trametes hirsuta, que produz especificamente a
podofilotoxina. O crescimento e a producao sob condicdes de fermen-
tacdo foram padronizadas. O novo endéfito pode ser utilizado para
fermentagdo, com potencial biotecnolégico capaz de tornd-lo uma
alternativa a producdo de moléculas bioativas. Os enddfitos isolados
podem ser facilmente cultivados in vitro, o acimulo de biomassa ¢
rdpido, com extrapolacdo factivel e o aumento de metabdlitos se-
cunddrios € independente das condi¢des ambientais (ao contrario de
plantas). Além desse, foi descoberto que o fungo endofitico, morfo-
logicamente e filogeneticamente similar a Mucor fragilis, isolado de
Sinopodophyllum hexandrum (Royle) Ying (Berberidaceae) produz
kaempferol e podofilotoxina.’
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Figura 14. Derivados semissintéticos da podofilotoxina

Paralelamente, uma substincia estruturalmente relacionada
com a podofilotoxina, conhecida como DPT (deoxipodofilotoxina
ou anthricina) tem sido bem estudada. Esse derivado, sem o grupo
hidroxilico em C-4, é também um potente agente antitumoral e
anti-inflamatério. E o principal constituinte de Anthriscus sylves-
tris L. Hoffm. (Apiacae) e que pode também ser utilizado como
precursor dos farmacos comerciais. Todavia, ainda ndo € possivel
a sua comercializacio a partir de fontes naturais devido a sua baixa
concentragéo na planta.®

DERIVADOS SEMI-SINTETICOS DA PODOFILOTOXINA

O etoposide (44) (4'-demetil-7-[4,6-O-etilideno-B-D-glicopira-
nosil epipodofilotoxina]) e o teniposide (45) (4'-demetil-7-[4,6-O-te-
nilideno-B-D-glicopiranosil epipodofilotoxinal]) sdo derivados semis-
sintéticos da podofilotoxina, desenvolvidos pela Sandoz (Figura 14)
na tentativa de preparar derivados desta substancia que ndo possuam
elevado efeito toxico gastrointestinal. Nos quinze anos seguintes, o
etoposide e o teniposide foram introduzidos no tratamento clinico
e estes farmacos tém tido uma participagdo relevante no tratamento
quimioterdpico do cancer. Em 1996, um andlogo do etoposide na
forma de fosfato recebeu a aprovagdo do FDA para ser comercializado
com o nome de Etopophos (46). A grande vantagem do Etopophos ¢
sua solubilidade em dgua, o que facilita bastante a administra¢do.*
Este representa um exemplo de pré-farmaco, pois no corpo humano
o Etopophos € hidrolizado e ocorre a liberacdo da espécie bioativa,
que € o etoposide. As indicagdes desse farmaco incluem cancer de
pulmao, linfomas Nao Hodgkin, sarcoma de Kaposi, sarcomas de
tecidos moles e neuroblastoma.*!

O teniposide, andlogo do etoposide, teve seu uso aprovado em
1993 nos Estados Unidos. Este farmaco € utilizado principalmente
no tratamento de linfomas infantis e leucemias. /n vitro o tenipo-
side € dez vezes mais potente que o etoposide, provavelmente por
ser absorvido mais facilmente pelas células. Porém, in vivo ambos
possuem efeitos semelhantes. O teniposide possui menor depuracio
renal e maior afinidade por proteinas plasmaticas, sendo indicado
para casos de leucemia linfobldstica aguda infantil, e para os adul-
tos em casos de cancer de bexiga, sarcoma de Kaposi, leucemias
e linfomas.*!

Nas duas tultimas décadas vdrios outros derivados quimicos
biologicamente ativos da podofilotoxina e da o-peltatina foram
obtidos. Principalmente uma série de derivados esterificados e éteres
sintetizados a partir de modificaciio do grupo OH nos anéis B e C
destas lignanas. Também foi obtida uma série de derivados no anel
E da podofilotoxina e substancias ndo naturais estruturalmente rela-
cionadas a podofilotoxina por meio de processos sintéticos. Muitos
deles apresentam atividades inibitdrias da Topo-II promissoras e
foram alvos de estudos relacionados a estrutura/atividade com o
objetivo de se obter substancias mais ativas do que os farmacos
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comerciais derivados da podofilotoxina. A literatura ja registra
revisoes devotadas a uma andlise critica desses novos desenvol-
vimentos, embora nenhuma das substancias sintetizadas ja esteja
sendo comercializada.*

Mecanismo de acfo do etoposide e seus analogos

Anticancerigenos podem atuar diretamente no DNA das células
ou indiretamente por inibi¢ao de fun¢des metabdlicas dessa macro-
molécula. O DNA possui uma tensdo causada durante a replicacao,
transcri¢do e remodelagem da cromatina. A enzima DNA topoiso-
merase I (TOP2) induz a quebra das duas fitas do DNA, reduzindo
a sua tensdo torcional provocada pela replica¢do e condensagdo dos
cromossomos nos nucleos durante a divisdo da célula. A quebra ¢
momenténea e o reparo do DNA ¢ feito pela mesma TOP2. A fun¢do
de religacao da TOP2 pode ser bloqueada por inibidores dessa enzima,
como por exemplo o etoposide e o teniposide.**

A vantagem desses dois derivados semissintéticos da podofi-
lotoxina sdo seus efeitos colaterais menos acentuados do que os
do precursor. Ambos conseguem diferenciar células cancerigenas
de células normais devido as duas formas da TOP2, o e B, que sdo
muito similares, mas geneticamente distintas. TOP20. € expressa em
células proliferativas no final de uma das fases da divisdo celular.
Em células normais, a TOP20. ocorre em uma etapa diferente. Os
derivados semissintéticos da podofilotoxina induzem o bloqueio
pré-mitético devido a ligacdo destes com a TOP20., impedindo que
essa enzima complete sua funcgdo e repare as duas fitas de DNA que
foram previamente quebradas.'®

Ao passar pela dupla fita de DNA, a TOP2 regula por ambos os
lados o enrolamento da dupla hélice e desenrola os emaranhados de
acidos nucléicos. O etoposide e outros inibidores da TOP2 envene-
nam as enzimas aumentando a concentracio no estado estaciondrio
do complexo covalente enzima/inibidor, uma toxina fisiolégica.*

O potencial de letalidade desse complexo aumenta drasticamente
quando se iniciam os mecanismos de replicag@o ou as tentativas das
helicases em desobstruir a interrup¢éo criada pelo complexo enzima/
inibidor na fita de DNA. Isto converte as quebras transitérias das fitas
em permanentes, que ja nao sdo mantidas juntas por pontes proteicas.
Estas pausas prolongadas geram uma série de eventos, tais como a
producdo de aberracdes cromossdmicas. Quando esses fragmentos
permanentes de DNA estdo presentes em concentragdo suficiente,
inicia-se uma série de eventos que culminam na morte celular por
apoptose (Figura 15).4%

Estratégias sintéticas e producio industrial
As modificacdes estruturais que convertem a podofilotoxina,

uma entidade que interage com a tubulina, em outra que interage
com a TOP2 sdo: demetilagdo em C-4', epimerizagdo e glicosila¢do
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Figura 15. Células normais e células tratadas com etoposide — cromossomos extensivamente fragmentados no tratamento com etoposide®

em C-7 e acetilacio dos grupos 4-hidréxi e 6-hidréxi das unidades
glicopiranosidicas via transacetalizacdo. A configuracdo 7',8'-cis
8,8'-trans € essencial para atividade bioldgica e a estereoquimica
de C-7 € menos importante visto que a podofilotoxina e a epipo-
dofilotoxina sdo facilmente interconvertidas.> Experimentos de
RMN de 'H e de Raio-X indicaram que o anel trans-lactonico forca
uma conformac¢do muito tensionada nos anéis A e B, fazendo-os
permanecer no mesmo plano, enquanto o anel C encontra-se prati-
camente perpendicular a este plano. Esses dados ainda indicaram
que o grupo acticar encontra-se sobre o anel trans-lactonico. Como
este anel € o sitio pelo qual a podofilotoxina interage com a tubu-
lina, e neste caso ele estd protegido, o etoposide e seus derivados
ndo apresentam atividade citotéxica relacionada com a dinamica
dos microtdbulos.*

A formacido estereoseletiva dos O-glicosideos derivados da
podofilotoxina é regida pela quimica dos carboidratos. A ligacio
O-glicosidica nesses compostos pode ser obtida por meio de duas
estratégias sintéticas (Figura 16).

0 (0]
< o < ]@QQO
0 i\ O \

Aril O
(a) (b)

Figura 16. Formagdo da ligag¢do O-glicosidica — acoplamentos de Koenigs-
-Knorr (a) e Kuhn (b).#

A primeira delas € semelhante ao acoplamento de Koenigs-Knorr
(Figura 16a) de um derivado da glicose, que necessita de um bom
grupo de saida ligado ao carbono anomérico. Esta reacio envolve o
ataque do grupo hidroxila da aglicona ao {on carboxdnio formado no
carbono anomérico da unidade glicosidica. Assim, a configuragao no
carbono anomérico do O-glicosideo formado € dependente apenas
do grupo de protegdo em C-2 do anel glicopiranose em favorecer
a formacdo do fon glicopiranoxonio. A estereoquimica em C-7 da
aglicona € a mesma da lignana de partida.*’

A segunda estratégia proposta (Figura 17b) envolve um ataque
da hidroxila do carbono anomérico do derivado da glicopiranose pela
face menos impedida do cdtion benzilico gerado em C-7 da aglicona.
Nesta situacio, a estereoquimica da ligacdo glicosidica ¢ altamente
dependente da configuragdo no carbono anomérico do grupo glico-
piranose e a estereoquimica de C-7 do produto final € independente
da lignana precursora. Esta tltima estratégia ¢ mais util na sintese

do etoposide e seus congéneres, uma vez que a configuragio 3 estd
presente tanto no carbono anomérico quanto no carbono benzilico
(C-nH

Os processos convencionais para a produgdo dessas substan-
cias sdo complicados e onerosos. O etoposide tem sido preparado
pela reagdo da 7-carbobenzoxi-4'-demetilepipodofilotoxina (53) e
2,3,4,6-tetra-O-acetil-4,6-O-etileno-D-glicopiranose (50) (Figura
17). O derivado carbobenzoxi € preparado a partir da podofilotoxina.
Depois da reagdo de condensagdo, os grupos protetores carboben-
zoxi e acetoxi devem ser removidos separadamente para se obter o
glicosideo resultante para entdo se isolar o etoposide. Para se obter o
teniposide se adiciona o grupo tienilideno. O rendimento € de apenas
18% baseado na 4’-demetilepipodofilotoxina.*®

A sequéncia de reacdes possui vdrios inconvenientes, além
de ser muito dificil de reproduzir em escala industrial. Entre as
desvantagens desse processo pode-se listar o emprego de reagentes
onerosos e perigosos, como o cloroformiato de benzila, e condigdes
reacionais muito precisas para a protecdo seletiva da hidroxila fe-
nélica da epipodofilotoxina; necessidade de duas etapas reacionais
para a remocao dos dois grupos de prote¢do a partir do produto de
condensag¢do; exigéncia de intermedidrios glicosidicos para um
processo complexo de vdrias etapas, com controle rigido das condi-
¢oOes reacionais. Além disso, os acticares possuem grupos hidroxila
em atomos de carbono anoméricos que dificultam o controle das
estereoquimicas.*$4

Utilizando essa estratégia com algumas modifica¢des, Sterling
e colaboradores propuseram a sintese de derivados semissintéticos
da podofilotoxina a partir do intermedidrio 56, no qual W = H ou
2,3-di-O-acetil-4,6-O-etileno-D-glicopiranosila (Figura 18). Esses
intermedidrios sdo facilmente convertidos no etoposide e no tenipo-
side, dentre outros derivados. A principal modificaciio apresentada
por esse processo € o uso de trialquilestanho para a desprotecio da
hidroxila anomérica no agticar. Os rendimentos variaram de valores
baixos (44 %) até 100 % dependendo dos substratos utilizados.*®

Utilizando o derivado 57 para reagir com 58, sob catdlise de
dcidos de Lewis como o trifluoreto de boro, ha a formacdo do in-
termedidrio 59, que pode ser rapidamente convertido ao etoposide
pela remocdo dos grupos protetores acetila com acetato de zinco em
solvente alcodlico. O teniposide pode ser preparado de forma andloga
utilizando o intermedidrio 62, a partir do derivado da glicose 60 e da
aglicona 58 (Figura 18).

Num processo de semissintese mais recente foi desenvolvida
uma metodologia na qual a modificacdo da estratégia sintética foi
o reagente utilizado para proteger a hidroxila anomérica da glicose.
Além disso, foi utilizado o mesmo grupo protetor tanto para as de-
mais hidroxilas do grupo acticar quanto para a hidroxila de C-4' da
aglicona. Essas modifica¢des permitiram a diminui¢do do nimero
de etapas e o rendimento aumentou, em relagdo ao procedimento
anterior, para 18% a partir de 52. A inconveniéncia dessa rota ainda
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reside na necessidade de condicdes rigidamente controladas para
a monoacetilacdo da 4'-demetilepipodofilotoxina (52) na hidroxila
fendlica (Figura 19).%

Uma melhora desse tltimo processo foi desenvolvida e patenteada
em 1991 por Wang e colaboradores. A metodologia consta de uma rota
sintética curta, de procedimento facil, alto rendimento e baixo custo,
facilitando a manufatura deste agente quimioterdpico. Neste processo,
o etoposide € produzido a partir da condensagao direta de 52 e 64 em
temperaturas de 0° a 30 °C, na presenca do trifluoreterato de boro
como catalisador. Ap6s a remogdo dos grupos protetores cloroacetila
(R) de 52 com acetato de zinco em metanol em temperatura a 80° a
85 °C por duas horas, o etoposide (38) € obtido com rendimento total
de 54% em relagéo a 46 (Figura 20).%
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Nesta rota, a prote¢do do grupo hidroxilico em C-4' € evitada e
todas as operagdes do processo sdo relativamente mais simples que
as anteriores, o rendimento € relativamente alto e 0 monitoramento e
o controle das condi¢des para a glicosilacio sdo mais faceis. Ao final
do processo o etoposide € separado dos demais produtos da reacio
por meio de cromatografia liquida tradicional.

Mais recentemente foi proposta uma metodologia de sintese do
etoposide a partir da juncdo das estratégias de Kurabayashi e Kalshiko
com a de Wang. A partir da condensacao de 52 com o derivado 64, na
presenca de solvente organico e temperatura de —30 °C, na presenca
de triflato de trimetilsilila como catalisador. Em seguida, o tratamento
de 65 com acetato de zinco em metanol fornece o etoposide (44),
com rendimento total em relag¢do a 52 de 65%.>°
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As sinteses do Etopophos s@o andlogas aquelas do etoposide. A
diferenca reside somente no grupo fosfato adicionado a hidroxila
fendlica em C-4'. Em 1994, Miyazawa e colaboradores propuseram
a sintese do Etopophos a partir da protecao dos grupos hidroxila da
porc¢do glicosidica do etoposide com grupos haloacetila. Em seguida,
procedeu-se com a fosforilacdo da hidroxila em C-4' e posterior re-
mogao dos grupos haloacetila na presenca de uma amina. O processo
fornece o Etopophos com rendimento de 62% em relacdo a 52.%!

Mais recentemente, Silverberg e colaboradores sintetizaram o
Etopophos usando uma rota sintética de trés etapas com rendimento
de 55% em relacdo a 4'-demetilepipodofilotoxina (52). A estratégia
sintética estd na protecao tanto do grupo fosfato quanto das hidroxi-
las da parte glicosidica com éteres benzilicos, facilitando a remocao
dos mesmos de uma sé vez. Duas caracteristicas dessa sintese sio
a anomerizacdo térmica e completamente diastereosseletiva do
grupo glicosideo e a recristalizagdo conjunta dos andmeros o e 3.
Aumentando-se a temperatura da mistura até 0 °C, o andmero  re-
cristaliza preferencialmente em relagdo ao anémero o, fornecendo
entdo 55% do Etopophos (Figura 20) em relagdo a 52.5

CONCLUSOES

Dentre as lignanas, a podofilotoxina € a substincia que apresenta
o maior nimero de estudos desde o seu isolamento. As atividades
citotoxica e antiviral dessa substincia, além do fato de ser precursora
semissintética de quimioterdpicos utilizados na atualidade, fazem
dela uma substancia impar. Assim, inimeros processos de extragdo e
purifica¢@o dessa substincia tém sido desenvolvidos, tentando utilizar
solventes menos toxicos e agressivos. Entretanto, a falta de plantio e
0 uso extrativista das suas principais fontes t€ém levado a sua escassez.
Esse fato vem aumentando o interesse por novas fontes alternativas
de podofilotoxina, principalmente de fontes renovdveis. A extracio
a partir de fontes naturais ainda € preferivel sobre sua produgio sin-
tética. As rotas de sintese vém sendo aprimoradas desde que esses
medicamentos foram inicialmente produzidos. Os maiores problemas
dos processos sintéticos sdo os usos de grupos protetores, reagentes
caros e toxicos, além da etapa de hidrogenagao, desaconselhada em
plantas industriais. Das estratégias sintéticas abordadas, a de Naidu
parece ser a mais simples e com resultados satisfatérios.
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