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OLEANANE AND URSANE DERIVATIVES AND THEIR IMPORTANCE ON THE DISCOVERY OF POTENTIAL
ANTITUMOUR, ANTIINFLAMMATORY AND ANTIOXIDANT DRUGS. Oleanolic and ursolic acids are triterpenes that exist
abundantly in the plant kingdom. They show antitumor activity and their cytotoxic activity was already evaluated against a broad
range of cell lines. The inhibition of enzymes involved in the metabolism of DNA and the induction of apoptosis are known events
that have been related to the antitumour activity of these triterpenes. The antiinflamatory and antioxidant activities also seem to play
an important role in their antitumour activity. In this review, it is presented an overview of the importance of the potential antitumour,
antiinflamatory and antioxidant activities of these triterpenoid derivatives. Also, we propose a structural-activity relationship to
triterpenes containing oleanane or ursane skeleton and their cytotoxic activity.
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INTRODUCAO

No campo da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, a
especialidade oncoldgica tem despertado o interesse de muitos, devido
adeficiéncia de um arsenal terapéutico abrangente e eficaz. O cancer
€ uma das maiores causas de morte no mundo e, por conseqiiéncia,
tornou-se uma preocupagio de satde publica. Do total de 7,9 milhdes
de mortes em 2007, 13% foram ocasionadas por doengas neopldsicas.!
Considerando a situagio atual, uma nova alternativa para o tratamento
do cancer € urgente, visto que muitas células malignas ndo respondem
a farmacoterapia disponivel ou até mesmo desenvolvem resisténcia
a estes agentes.?

Nosso grupo de pesquisa hd décadas tem trabalhado na investi-
gacgdo de produtos naturais como fonte de novos farmacos. A partir
de estudos com saponinas e agliconas triterpénicas de espécies de
llex, foi possivel isolar e purificar diversos compostos, entre esses,
0 4cido ursélico. Assim, planejamos a sintese de diversos derivados
do 4cido ursélico visando a atividade antimaldrica. Apés esforgos
continuos, pudemos propor uma rela¢do estrutura-atividade para os
derivados sintetizados quanto a atividade antimaldrica, como também
foi possivel estabelecer um provavel mecanismo de a¢do plasmocida
através de estudos de dindmica molecular.’ Sendo assim, nossa traje-
téria no estudo de triterpenos nos proporcionou uma vasta experiéncia
no estudo desta classe quimica, assim como, nos estimula a buscar
novas potencialidades terapéuticas destes compostos.

E surpreendente a ampla abordagem farmacolégica encontrada na
literatura para os triterpenos dcido oleandlico (AO) 1, e seu isOmero
4cido ursdlico (AU) 2 (Figura 1). Os usos tradicionais de plantas
contendo AU e AO também sdo muitos, e podemos citar brevemente
o uso como antiinflamatdrio, hepatoprotetor, analgésico, cardiotonico,
sedativo e tonico, sendo muitos destes usos comprovados cientifica-
mente.* Destaca-se, sobretudo, e este é o enfoque desta revisio, a ati-
vidade antitumoral exibida por estes dois triterpenos e seus derivados,
a qual vem sendo comprovada por trabalhos na drea.

Dados preliminares que sustentam o potencial antitumoral destes
triterpenos jd foram relatados e, neste contexto, podemos citar as
inibi¢des da promogdo tumoral in vivo,> do crescimento tumoral
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Figura 1. Estrutura quimica do dcido oleandlico (1) e dcido ursélico (2)

em camundongos com tumores implantados,® da ativagido aguda do
antigeno do virus Epstein-Barr’ e da angiogénese in vitro® e a indugio
da diferenciagéo celular,’ apresentadas por estes compostos.

Sabe-se que a citotoxicidade de compostos organicos ¢ também
freqiientemente explorada na terapia oncoldgica. A atividade citotoxica
destes triterpenos foi testada frente a uma grande diversidade de linha-
gens celulares. A Tabela 1 apresenta os valores de IC, | destes triterpe-
nos para as diferentes linhagens estudadas e que estéo disponiveis na
literatura.'™!” Estas informagdes sdo discutidas ao longo do texto.

Observa-se que AO e AU apresentam potencial atividade
antitumoral e os esqueletos oleanano e ursano sdo interessantes
farmacdforos na busca de potenciais agentes terapéuticos. O estudo
de substincias derivadas de plantas, como protétipos, certamente
contribui para obten¢do de firmacos mais efetivos e menos toxicos.
Dessa maneira, a presente revisdo tem por objetivo discutir o co-
nhecimento atual relativo a atividade antitumoral desses triterpenos,
apresentando, primeiramente, os mecanismos de acdo relatados
para estes compostos quanto a esta atividade. Posteriormente, uma
relacdo estrutura-atividade (REA) foi por nds proposta quanto a
atividade citotdxica desses triterpenos e seus derivados.

MECANISMOS DE ACAO RELACIONADOS COM A
ATIVIDADE ANTITUMORAL DE AO E AU

Ao revisarmos o mecanismo de ag@o antitumoral de triterpenos
na literatura, € possivel observar que as informacdes disponiveis
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Tabela 1. Inibi¢do da proliferacao celular do AO e AU em diferentes linhagens celulares
Composto Linhagem Celular IC, (uM) Metodologia® Ref.
L1210 - Leucemia murina 323 Trypan Blue, 24 h 10
HL-60 - Leucemia humana pré-mielocitica 70,6
Acido oleanélico K562 - Leucemia humana mielogénica >100 Trypan Blue, 24 h 11
HSC-2 - Carcinoma oral escamoso humano 285 MTT, 24 h 12
HCT15 - Carcinoma de célon humano 60 MTT, 72 h 13
L1210 - Leucemia murina 14,6 Trypan Blue, 24 h 10
HL-60 - Leucemia humana pré-mielocitica 10,9
K562 - Leucemia humana mielogénica ~24 Trypan Blue, 24 h 11
HSC-2 - Carcinoma oral escamoso humano 63,6 MTT, 24 h 12
HCT15 - Carcinoma de c6élon humano 30 MTT, 72 h 13
Acido ursélico M4Beu - Melanoma humano 12,5-15 Trypan Blue, 48 h 14
PC-3 - Carcinoma de prdstata® 32,6 MTT, 48 h 15
LNCap - Carcinoma de prostata® 15,7
NUGC-3 - Carcinoma estomacal humano 30 MTT, 48h 16
HepG2 — Carcinoma hepatocelular humano 18 MTT, 48 h 17
R-HepG2 — Carcinoma hepatocelular humano 15

resistente a quimioterapia

“Corresponde a técnica utilizada para a visualiza¢do da viabilidade celular e o nimero de horas de tratamento com a amostra ; "PC-3 - lin-
hagem celular receptor androgénio negativo e glicocorticdide positivo; CLNCap - linhagem celular receptor androgénio positivo e glicocor-

ticéide negativo.

ainda sdo muitas vezes inconsistentes e confusas. Nesta revisdo, €
apresentado o conhecimento atual sobre o mecanismo de a¢io antitu-
moral de AO e AU, de forma estruturada procurando correlacionar os
trabalhos disponiveis na literatura. Esta secdo foi dividida de forma
a contemplar as trés principais atividades farmacoldgicas que estdo
relacionadas ao mecanismo antitumoral destes triterpenos, ou seja,
citotoxica, antiinflamatdria e antioxidante.

O papel da atividade citotéxica no contexto da atividade
antitumoral de triterpenos

As pesquisas sobre o provdvel mecanismo de acdo envolvido na
acdo citotoxica destes triterpenos tém avangado muito, no entanto,
as informagdes que se tem a respeito ainda sdo insuficientes. Na
ultima década surgiram diversos estudos de biologia molecular
procurando investigar o alvo primdrio de acdo e as vias de sina-
lizagdo celulares que sdo alteradas em células tratadas com estes
triterpenos e que, conseqiientemente, culminariam com a morte
celular, ou apoptose.

O provéavel gatilho da “morte celular programada”, ou apoptose,
parece ser a inibi¢do de enzimas metabdlicas do DNA, no entanto
isso ndo € claramente estabelecido. Independentemente disto, esta
abordagem molecular pode ser utilizada como ferramenta na inibi-
¢do do crescimento tumoral, seja como agente antitumoral ou como
adjuvante da terapia antitumoral. Cisplatina, bleomicina (A, e B,),
neocarzinostatina e agentes monofuncionais alquilantes do DNA
podem ser potencializados com o uso de inibidores de enzimas
metabdlicas do DNA.'

Neste contexto, muitos trabalhos surgiram na tentativa de expli-
car a apoptose mediada por estes triterpenos através da inibi¢do de
enzimas importantes nos mecanismo de reparo e replicacdo celular,
como DNA polimerase B,'*!° DNA ligase® e as topoisomerases I e
I1.'* Como foi possivel verificar, estes triterpenos inibem as enzimas

metabdlicas do DNA inespecificamente, atuando em todo o aparato
celular responsdvel pela manutencio da estabilidade do genoma,
afetando negativamente os processos de replicagdo e reparo celular,
podendo levar a célula & morte. Conforme Kim e colaboradores,”!
0 AU seria capaz de inibir o processo inicial de replicacdo do DNA
através da inibigdo destas enzimas, as quais sdo fundamentais neste
processo, desencadeando um sinal de interrupgdo do ciclo celular
ou apoptose na célula.

A apoptose

Simultaneamente a publicagdo destas informagdes sobre a inibi-
¢do enzimadtica, surgiram dados na literatura tentando caracterizar o
processo apoptotico desencadeado por estes compostos. A apoptose
é orquestrada por uma familia de cisteina proteases chamadas caspa-
ses.?? Duas vias apoptéticas sdo possiveis. Uma delas, a via extrinseca,
ocorre através da ligacdo de ligantes em seus receptores morte de
membrana (ligantes Fas, TNFo. e TRAIL), recrutamento de FADD
e ativacdo da caspase-8.* A outra via, chamada de via intrinseca ou
mitocondrial, envolve a liberacdo de citocromo ¢ da mitocdndria,
desencadeada pela proteina Bax, membro pré-apoptético da familia
Bcl2. A liberag@o de citocromo c leva a ativagdo de Apaf-1, uma
proteina ATP ou dATP dependente capaz de se ligar a pré-caspase-9,
formando um apoptossomo capaz de auto-ativar a caspase-9.22 Tanto
a caspase-8 quanto a caspase-9 ativadas desencadeiam a ativagdo
de outras caspases (caspases-3,-6,-7) capazes de clivar substratos
celulares levando a apoptose.?

A partir desse conhecimento, procurou-se caracterizar as mu-
dancas morfoldgicas ocasionadas na célula causadas pelo tratamento
com AU, que apontariam a um processo apoptético responsdvel pela
citotoxicidade destes compostos. Fragmentagdo do DNA e ativacao da
caspase-3, eventos tipicos da apoptose foram observados em cé€lulas
leucémicas, células de carcinoma de prostata, cncer endometrial,
hepatocarcinoma e melanoma tratadas com AU.!*141521.24.25 No en-



Vol. 32, No. 5

tanto, a via responsavel pela apoptose mediada pelo AU necessitava
melhor detalhamento. Achiwa e colaboradores, em 2005, apontaram
a via mitocondrial como responsavel pela apoptose em células pré-
apoptdticas de cancer endometrial tratadas com AU, pois demons-
traram um aumento na libera¢do de citocromo c¢, enquanto que os
niveis da proteina Bcl2 estavam diminuidos.> Resultados semelhantes
foram encontrados em células pré-apoptéticas de melanoma que apre-
sentaram colapso da membrana mitocondrial e alteracdo do balango
Bax/Bcl2, e em células pré-apoptéticas de carcinoma de préstata que
apresentaram diminuic¢@o do nivel de proteinas Bcl2.'*!® Porém, em
outros estudos, € relatada a passagem pela via extrinseca, como foi
observado em células pré-apoptéticas de carcinoma de pulmaio, as
quais apresentaram um aumento na expressao de receptores Fas e no
nivel de ligantes Fas.?

Observa-se, desta maneira, que ndo hd unanimidade na literatura
quanto a via responsével pela apoptose desencadeada pelo AU. E
importante lembrar que hd a possibilidade de que ambas as vias
estejam sendo desencadeadas levando a célula a morte, ou mesmo
que, em diferentes linhagens celulares, 0 mecanismo apoptdtico possa
seguir rumos diferentes.

Modulagdo da expressdo genética

Seguindo outro raciocinio, houve trabalhos em relacio a modula-
¢do da expressdo genética em células tratadas com AU. Sabe-se que
em células neopldsicas existe um desbalanceamento na expressao de
genes responsaveis pela regulagdo de processos como morte celular,
sobrevivéncia, mitose celular, entre outros. Por isso, a investigacdo
de como a célula se comporta quanto a expressdo destes genes em
células tratadas com AU pode dar um indicio de como ele provoca
apoptose celular. Estudos considerando o gene p53, PTEN e o fator
de transcri¢do NF-xB sdo apresentados a seguir.

O gene p53, gene supressor tumoral, codifica o fator de trans-
cri¢do pS3, que € ativado para promover transcri¢do de genes alvo
quando ocorre surgimento de DNA alterado, por mecanismos ainda
ndo totalmente esclarecidos.”’” AU demonstrou ser capaz de ativar o
fator de transcrigdo p53 em queratindcitos,” e induzir a expressao
de p53 em células de céncer de pulméo.’® PTEN também € um gene
supressor tumoral, capaz de bloquear a progressao das células a partir
da fase G-1, induzir a apoptose e modular negativamente a via de
sinaliza¢do PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-cinase) e MAPK (proteina
cinase ativada por mitégeno). O nivel das proteinas das vias PI3K/
Akt e MAPK foi medido em células de cancer endometrial tratadas
com AU e foi observada diminuicdo bastante significante do nivel
das proteinas em relacdo ao controle.”

Quanto a modulag¢do de NF-kB, existem alguns aspectos rele-
vantes que devem ser abordados previamente. NF-kB ¢ um fator de
transcri¢do que estd envolvido na expressdo de genes relacionados
com a tumoragdo e que pode ser ativado por diversos estimulos,
como carcindgenos, agentes inflamatérios, promotores tumorais
como fumaga de cigarro, €steres de forbdis, dcido ocadaico, H,O,
e TNF (fator de necrose tumoral). A manuten¢do de um nivel apro-
priado da ativa¢do de NF-xB € essencial para a célula; no entanto,
a ativacgdo constitutiva deste fator de transcricao estd relacionada a
diversos tipos de cancer.*®*! A interferéncia na ativacdo deste fator
de transcri¢do em células tratadas com AU foi avaliada por Sishodia
e colaboradores, em 2003, os quais demonstraram que o AU inibe a
fosforilagdo de subunidades do NF-«B necessaria para torna-lo ativo,
em cé€lulas leucémicas. Os autores propdem que o AU esteja inibindo
a ativacao de NF-xB através de miiltipla inibi¢do de proteinas cinases
responsdveis pela fosforilagdo destas subunidades, no entanto, isto
ainda ndo foi comprovado.*

Como pode ser verificado, muitos estudos foram realizados com
o intuito de desvendar o processo citotéxico desencadeado por estes
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triterpenos, sobretudo estudos realizados com o AU. No entanto,
ainda ndo se tem uma visdo clara a respeito da seqii€ncia correta de
eventos moleculares desencadeados na célula que culminariam na
morte celular. A inibi¢do de enzimas metabdlicas do DNA pode ser
o gatilho inicial para a indu¢do da apoptose, contudo, sdo poucos os
estudos que afirmam indubitavelmente esta hipdtese. Apesar disto,
sabe-se que ocorre apoptose em células tratadas com estes triterpenos,
que ha aumento do nivel de ativacdo das caspases e que hd interfe-
réncia em reguladores centrais de mecanismos de desenvolvimento,
proliferagdo e morte celular, como € o caso de p53, da via PI3K/
Akt, da via MAPK e do NF-kB. Sendo assim, a continuacio desses
estudos provavelmente levard a descoberta completa deste mecanismo
de acdo responsavel pela atividade citotoxica destes triterpenos nos
proximos anos.

O papel da atividade antiinflamatdria no contexto da atividade
antitumoral de triterpenos

A inflamacdo cronica € associada com uma alta incidéncia de
cancer. O processo inflamatério € geralmente acompanhado de
estresse oxidativo, responsdvel por gerar muta¢des progressivas
levando ao desenvolvimento tumoral. O AU e outros triterpendides
comuns em plantas sdo muito bem conhecidos por sua atividade
antiinflamatéria e, sendo assim, ¢ possivel que a atividade antitu-
moral dos mesmos também esteja relacionada as suas propriedades
antiinflamatdrias.*

Enzimas como iNOS e COX-2 estdo envolvidas na inflamagao,
tendo papel importante na resposta dos tecidos ao dano e a agentes
infecciosos.*® Apesar da atividade fisiolégica destas enzimas ser bené-
fica ao organismo, a excessiva expressdo delas implica na patogenia de
muitas doencas. Agentes que possam inibir a expressao ou a atividade
destas enzimas geralmente induzidas por citocinas inflamatdrias séo
potenciais agentes antiinflamatérios e quimiopreventivos. Este dltimo
termo € entendido como agentes que possam prevenir a progressao
de lesoes pré-malignas a lesdes malignas.**

Desta maneira, triterpenos sintéticos derivados do AO e AU
(compostos 3 e 4, Figura 2) foram testados quanto a modulagio dos
niveis das enzimas iNOS e COX-2 em macréfagos de camundongos
ativados por citocinas inflamatérias. O resultado foi uma diminuicéo
na taxa de transcri¢@o destas duas enzimas que foi relacionado com
a supress@o do fator de transcri¢do NF-xB, critico para a indu¢do
de enzimas como iNOS e COX-2.**Ressaltamos que a inibi¢ao da
ativagdo de NF-xB por estes triterpenos € abordada tanto no contexto
da atividade citotdxica quanto antiinflamatoria. Isto ocorre devido a
ampla influéncia deste fator de transcricdo em diversos processos
celulares, leia-se aqui processos regulatérios do ciclo celular e pro-
cessos inflamatdrios.

Este modelo experimental foi utilizado por Honda e colaborado-
res para avaliar a atividade antiinflamatdria e quimiopreventiva de
diversos outros derivados sintéticos oleanano e ursano.* Utilizando
macréfagos de camundongos induzidos por citocinas inflamatdrias,
mediu-se o potencial antiinflamatério através da capacidade de
diminui¢@o da producdo de 6xido nitrico, a qual estd relacionada a
diminuicdo da expressdo da enzima iNOS.

Dentre os derivados sintetizados por Honda e colaboradores, os
compostos 5, 6, 7 e 8 (Figura 2) demonstraram ser altamente ativos
para a inibi¢ao da producdo de 6xido nitrico por macréfagos ativados
por IFN-y. Os valores de IC, | observados para estes compostos quanto
ainibicdo da producido de 6xido nitrico em camundongos ativados por
IFN-y foram de 0,0002 e 0,0001 uM, 0,0035 e 0,014 nM, respectiva-
mente. O composto 5, sobretudo, (abreviado em inglés por CDDO,
acido 2-ciano-3,12-dioxoolean-1,9(11)-dien-28-6ico) foi também
avaliado quanto 2 sua atividade citot6xica®® apresentando resultados
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos sintéticos 3-8

promissores, sendo apontado como candidato a firmaco antitumoral.
Atualmente o composto 5 estd sendo submetido a estudos clinicos de
fase 1 para o tratamento de leucemia e tumores sé6lidos.*

Nota-se, desta maneira, que a atividade antiinflamatdria estd
intimamente relacionada a atividade quimiopreventiva e antitumoral.
Representando isto, estd o composto 5, um composto multifuncional,
que € capaz de agir em diversas vias moleculares celulares para exer-
cer sua atividade.”” Sabe-se, hoje, que além da inibi¢do da ativagio
do fator de transcricio NF-kB e seu mecanismo antiinflamatdrio, o
composto 5 também € capaz de induzir a diferenciacdo celular® e a
apoptose® e inibir a invasdo por células tumorais.*

O papel da atividade antioxidante no contexto da atividade
antitumoral de triterpenos

A atividade antioxidante, assim como a atividade antiinflamatoria,
também estd relacionada as atividades antitumoral e quimiopreventiva
pois, como apresentado anteriormente, o estresse oxidativo, ou seja,
aproducio de radicais livres, pode causar dano ao DNA provocando,
assim, mutacdes que podem ser permanentes e, muitas vezes, levar a
malignidade.*' Embora referenciado como responsével pela atividade
antitumoral em alguns trabalhos, esta abordagem € menos utilizada
que as anteriores. Apresentaremos a seguir dois trabalhos repre-
sentativos que apontam o processo antioxidante como mecanismo
quimiopreventivo e antitumoral.

Chen e colaboradores, em 2002, relacionaram o potencial quimio-
preventivo do AU a capacidade de inibir a geracéo de superéxido em
leucdcitos sob estresse oxidativo induzido.* Esta atividade antioxi-
dante poderia estar relacionada também a atividade antitumoral, como
apontaram mais recentemente Ovesnd e colaboradores.!" Segundo
estes autores, AO e AU sao capazes de inibir as quebras na fita de
DNA induzidas por peréxido de hidrogénio em c€lulas leucémicas,
e este seria um indicio do mecanismo responsdvel pela atividade
antileucé€mica destes triterpenos.

PROPOSTA DE RELACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DE
TRITERPENOS E SUA ATIVIDADE CITOTOXICA (REA)

O estudo da REA de compostos organicos € considerado, atu-
almente, uma ferramenta fundamental no planejamento de novos
protétipos de farmacos. Com este intuito, nesta se¢do abordaremos
a relacdo estrutura-atividade (REA) de compostos triterpénicos
com esqueleto oleanano e ursano quanto a sua atividade citotoxica.
Utilizamos dados disponiveis na literatura para a construcio desta
proposta de REA, considerada inédita para estes compostos quanto
a atividade citot6xica. Tanto compostos naturais como sintéticos que
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preservem o esqueleto ursano e oleanano foram avaliados neste estudo,
de acordo com a diversidade quimica disponivel na literatura. Como
apresentado anteriormente, o mecanismo de ac@io antitumoral destes
compostos € ainda pobremente conhecido. Sabe-se apenas que as
atividades citotdxica, antiinflamatéria e antioxidante contribuem para
este mecanismo de alguma forma, mas a maneira como isto ocorre
ndo €, ainda, suficientemente clara. Desta maneira, discutiremos uma
REA focada na atividade citotdxica destes compostos, devido a uma
maior diversidade de estudos nesta drea. E importante salientarmos
que ainda nio foi identificado um alvo primdrio destes triterpenos na
célula; sendo assim, o estudo da REA quanto a atividade citotéxica
ficara restringido apenas aos dados bioldgicos de inibi¢do da prolife-
ragdo celular de células tumorais. Apesar de que a resposta citotoxica
obtida para triterpenos do tipo oleanano e ursano ¢ muito dependente
do tipo de célula em ensaio, abordaremos as caracteristicas moleculares
gerais que sdo importantes para essa atividade citotoxica.

Iniciaremos a discussdo desta REA através da comparagdo de
poténcia entre AO e AU, de acordo com os dados da Tabela 1. Segundo
os valores de IC para a inibigdo da prolifera¢do celular observa-se,
de maneira geral, que AU € mais potente que seu isomero AO, embora
o contrdrio seja observado em algumas linhagens celulares. Desta
maneira, podemos afirmar que o esqueleto ursano € mais potente que
o esqueleto oleanano quanto a atividade citotdxica.

Revisando a literatura, outras informacdes importantes podem
ser reunidas e discutidas. O estudo de Ma e colaboradores, em 2005,
avaliou além do AU alguns derivados naturais e sintéticos deste.
Os compostos que sdo discutidos nesta revisdo estdo apresentados
na Figura 3 e os dados bioldgicos encontram-se na Tabela 2. De
acordo com a avaliacdo da citotoxicidade destes compostos, podem
ser levantadas as seguintes informagdes: o composto 9, que possui
hidroxila em C-3 com configuracdo o e hidroxila em C-19, ndo apre-
sentou citotoxicidade e o composto 10, que apresenta um grupamento
hidroximetila em C-17, também ndo apresentou citotoxicidade; a
presenca de acetila em C-3 e metil-éster em C-28, como no composto
11, resultou em perda da citotoxicidade; os derivados hidroxiimino
em C-3 (compostos 12 e 13) apresentaram citotoxicidade nas quatro
linhagens celulares, respectivamente; dentre os isdbmeros 3-amino, a
configuracdo 3 (composto 14) foi 20 vezes mais potente que a 30
(composto 15) e, os compostos 16 e 17, com grupamento aminoal-
quila na posigdo 28, apresentaram alta citotoxicidade contra as trés
linhagens celulares testadas.*

A partir dos dados obtidos neste estudo** propomos algumas
conclusdes a respeito da REA que sdo relevantes e que podem ser
sustentadas por outros estudos na drea, como serd apresentado pos-
teriormente. Um grupamento doador de liga¢do de hidrogénio na
posi¢do 3 ou na posicdo 28 € essencial para a atividade citotdxica,
pois o composto 11 ndo apresenta atividade significante; a carbonila
na posi¢do 17 é necessdria para a atividade citotoxica, pois 0 composto
10 ndo mostrou atividade citotoxica significante mesmo havendo um
grupamento doador de hidrogénios em C-3; a configuracdo do grupa-
mento ligado ao C-3 € importante para a atividade, pois 0 composto
9 (configuragdo alfa) ndo apresentou atividade significante, enquanto
que o composto 14 (configuracdo beta) foi muito mais ativo que o
composto 15 (configuracio alfa); também a presenca de grupamento
amina tanto em C-3 como em C-28 aumenta significantemente a ati-
vidade citotdxica (os compostos 14, 16 e 17 sdo os mais ativos).*

Dentre os compostos sintetizados por Ma e colaboradores, o
composto 14, que apresenta um substituinte amina primdria em C-3,
foi o mais ativo, apresentando atividade citotdxica significante frente
as quatro linhagens de células testadas no estudo. Os compostos 16 e
17, com grupamento amina em C-28, também apresentaram atividade
citotéxica importante nas linhagens celulares em que foram testados.*
Por conseguinte, observa-se que estes compostos altamente ativos t€ém
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Tabela 2. Citotoxicidade de AO, AU e seus derivados em diferentes linhagens celulares

Composto Linhagem Celular — IC, (M) Ref. Composto  Linhagem Celular —  Ref.
IC,, (M)
HL-60 BGC Bel-7402 HeLa SK-MEL
AU 1579 117,8 98,7 108,3 31c 380
9 >200 >200 >200 >200 32a 378
10 >200 >200 >200 >200 32b 333
11 >200 >200 >200 >200 32c 484 46
12 113,9 113,9 81,4 107 43 33 INATIVO
13 183,2 147,7 120,3 133,4 34 155
14 4,27 5,34 3,6 5,1 35a 180
15 169,9 >200 84,6 1179 35b 166
HL-60 BGC MDA-MB-435 35¢ 200
16 8,4 50,5 13,5 NRP.152
17 7,9 55 1494 AO >5,0
HSC-2 HSG AU >5,0
AU 63,6 105,3 36 >5,0
AO 285,1 504.4 37 >5,0
25 21,2 254 38 3,8
26 44,5 55,1 12 39 >5,0
27 43 51,2 40 >5,0 47
28 209,9 304,5 41 >5,0
29, 30 34,7 47,3 42 1,5
SK-MEL 43 2,4
AO 112 44 0,7
31a 380 46 45 0,3
31b 269

HL-60 — Leucemia humana pré-mielocitica; BGC-823 — Cancer gdstrico humano; Bel-7402 — Carcinoma hepatocelular humano; HeLa —
Cancer cervical humano; MDA-MB-435- Cancer de mama humano; HSC-2 - Carcinoma oral escamoso; HSG — Tumor de glandula salivaria;
SK-MEL — Melanoma maligno humano; NRP.152 — Células de préstata

Ry R, R3 Ry

_ 9 Ho" HOY  COOH OH
1§4 : 10 H pyo¥  CH,OH H
Y 11 pAco¥ H CO,CH; H
12 yon© H CO,CH; H

13gon” H COOH H

14 gNY  H CO,CH; H

15 N H CO,CH, H

16 yo¥ H CONH(CH,),NH, H

17 Aco¥ H CONH(CH,)NH, H

Figura 3. Estrutura quimica dos compostos 9-17

em comum a presenca de grupamentos substituintes nitrogenados
em C-3 ou em C-28.

A importancia de grupamentos substituintes aminados ligados a
molécula de AU também € relatada quanto a atividade antimaldrica.
Em trabalho desenvolvido por nosso grupo, os derivados N-{3-[4-(3-
aminopropil)piperazinil|propil }-3-O-acetilursolamida apresentaram
poténcia muito mais acentuada que seu protdtipo dcido 3-O-acetil-
ursélico, quando testados frente a cepa de Plasmodium falciparum
FcB1 (resistente a cloroquina). Os compostos mais ativos desta nova
classe 18,19, e 20 (Figura 4) apresentaram ICSU de 170, 160 e 78 nM,
respectivamente, enquanto o dcido 3-O-acetil-ursdlico apresentou IC, |
igual a 24,93 uM e a cloroquina apresentou IC_ igual a 0,13 uM.

18 H H

20 H

Figura 4. Estrutura quimica dos compostos 18-20

E possivel tracar um paralelo entre os dados obtidos a partir
do estudo de Ma e colaboradores® e o estudo de Gnoatto e colabo-
radores,® que avalia a atividade antimaldrica de derivados do AU.
Comparando-se as estruturas dos compostos com substituinte amina
18-20, avaliados quanto a atividade antimaldarica, com a estrutura dos
compostos com substituinte amina 14, 16 e 17, avaliados quanto a
atividade antitumoral, verifica-se que esses compostos apresentam
grupamentos doadores de ligacio de hidrogénio em C-28. Também,
o composto 14, o mais ativo da série, apresenta um grupo doador de
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ligagdo de hidrogénio na posi¢do 3. Esses resultados indicam que
grupamentos doadores de ligagcdo de hidrogénio, como as aminas,
potencializam a atividade antitumoral assim como a atividade an-
timaldrica.

Ao avaliarmos o estudo de Sun e colaboradores, outra relagdo
entre a estrutura e a atividade pode ser estabelecida. Segundo estes
autores, o dcido 3B-hidréxi-olean-12-en-27-6ico (21) e o dcido
3B-hidréxi-urs-12-en-27-6ico (22) (Figura 5) quando testados frente
a linhagem celular de carcinoma cervical escamoso (Hela) foram
extremamente mais ativos (IC ;= 8,6 € 8,9 uM, respectivamente) que
0 AO (IC,, >220 uM), tendo poténcia similar ao farmaco cisplatina
(IC,= 6,9 uM). Esses dois compostos diferem do AO e do AU pela
posicdo da carboxila que, no caso dos compostos 21 e 22, se encontra
em C-14 e nao em C-17. Sendo assim, de acordo com esse estudo,
a posicdo da carboxila desses triterpenos afeta significantemente a
atividade citotdxica, pois o composto 21 € cerca de 15 vezes mais
ativo que seu andlogo AOQ.*

Ry,

CLS )’LQ
23 R= —
24 R=trans W OH

Figura 5. Estrutura quimica dos compostos 21-24

R R,
21 H CH;
22 CH; H

Quanto a esterifica¢do da posicdo 3 do esqueleto triterpénico em
derivados do AU, hd dois estudos disponiveis na literatura.’>*> No
estudo de Murphy e colaboradores, ésteres 3-hidréxi-cinamicos, como
os compostos 23 e 24 (Figura 5), demonstraram ser mais citotéxicos
que 0 AU (IC,  entre 93 a 230 uM), e ainda, o isbmero cis (composto
23, cis-3-O-p-hidroxicinamoil-ursélico) demonstrou ser mais potente
(IC,, entre 18 a 46 uM) que o isdmero trans (composto 24, trans-3-0-
p-hidroxi-cinamoil-ursélico, IC_ entre 25 a 100 uM).* E importante
salientar que apesar de os derivados serem esterificados, a posi¢ao
3 ndo perdeu a presenca de um grupamento doador de ligagdo de
hidrogénio, visto que o grupamento hidréxi-cinamoil apresenta uma
hidroxila livre. Note que estes resultados corroboram com os dados
obtidos por Ma e colaboradores* e Gnoatto e colaboradores.?

Taniguchi e colaboradores'? avaliaram a atividade citot6xica de
triterpenos naturais frente a algumas linhagens celulares. Dentre esses
triterpenos estavam AO (1), AU (2), 4cido 20.,3B-diidréxi-ursélico
(25), 4cido maslinico (26), acido torméntico (27), acido 2o,190-
diidréxi-3-oxo-urs-12-en-28-dico (28), acido 3-O-cis-p-cumaroil-
torméntico (29) e 4cido 3-O-trans-p-cumaroiltorméntico (30) (Figura
6, Tabela 2). Para carcinoma oral escamoso (HSC-2), os compostos
hidroxilados, como 25, 26 e 27 e os ésteres hidréxi-cindmicos 29
e 30, mostraram atividade citotoxica maior que AU, 28 e AO. Esse
estudo aponta para a importincia da presenca de hidroxila em C-3
(28 vs. 25 e AU) e do esqueleto ursano (25 vs. 26 e AU vs. AO) para
a atividade citotdxica de triterpenos.

Outro comportamento pode ser observado no estudo de Taniguchi
e colaboradores'? em relagéo a configuragdo da hidroxila em C-3.
O composto 27 (Figura 6), com hidroxila em beta, foi citotéxico
apresentando IC, entre 43-51,2 uM nas linhagens celulares testadas,
enquanto o composto 9 (Figura 3), com hidroxila em alfa, foi inativo
em doses de até 200 uM nas linhagens celulares testadas. Estes re-
sultados reafirmam a tendéncia de que compostos com substituintes

Quim. Nova

OH
HO,, COOH

RO 29 R=cis —

(0]
30 R=trans % OH

Figura 6. Estrutura quimica dos compostos 25-30

em C-3 com configurag@o beta sdo mais ativos que compostos com
substituintes em C-3 com configuragdo alfa.

Outro estudo verificou a importincia do esqueleto oleanano para
a atividade citotéxica. Andlogos de AO (compostos 31-35, Figura
7) foram sintetizados,* sendo que somente os anéis A e B foram
mantidos e vdrios grupamentos foram ligados a molécula através de
um substituinte estireno ou benzila. A atividade citotoxica desses
compostos foi avaliada utilizando-se células de melanoma maligno
humano (SK-MEL) (Tabela 2). Os compostos sintetizados foram
menos potentes que AO. Apesar de nio haver, nesse estudo, diversi-
dade estrutural suficientemente ampla, € possivel observar que gru-
pamentos polares, como carboxila ou ciano, mimetizando a carboxila
em C-28 do AO, originaram compostos com atividade préxima a do
AO (34 € o composto mais ativo) que andlogos com grupos menos
polares como éster metilico (33 € inativo), realgando a importancia
de um grupamento polar nessa posi¢do.*

Para concluir, apresentamos o estudo de Finlay e colaboradores.*’
Este estudo avaliou a atividade citotdxica de compostos sintéticos
obtidos a partir do AO e do AU (compostos 36-45, Figura 8), os
quais possuem modifica¢des na posicdo 3, como oxidacdo da hidro-
xila desta posicdo e clivagem do ciclo A. A atividade citotoxica dos
compostos foi avaliada frente a linhagem celular NRP.152 (Tabela
2) e os resultados principais demonstraram que os derivados ursano
e oleanano tém atividade similar (36 ¢ 37, 38 ¢ 39, 40 ¢ 41, 42 ¢ 43
e 44 ¢ 45), e os derivados com grupos aldeido (42 e 43) e amina (44
e 45) apresentam atividade bastante significante (0,3-2,4 uM). Neste
estudo, como discutido anteriormente, foi observado também que
compostos com grupamentos doadores de hidrogénio (tipo aminas),
como 44 e 45, tém sua atividade citotoxica potencializada.

Reunindo todos os dados de estudos a respeito da atividade
citotoxica de triterpenos do tipo oleanano e ursano apresentados,
e considerando as tendéncias gerais observadas, podemos organi-
zar uma proposta de REA. Quanto a posi¢do 3, observamos que a
configurac@o B do substituinte ligado ao carbono C-3 € necesséria
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31a,b, ¢ 32a,b, ¢

CO,CH;

35a,b,c,

a= p-COOH; b= m-COOH; ¢ =0-COOH

Figura 7. Estrutura quimica dos compostos 31-35

para atividade; observa-se também que substituintes do tipo amina
nesta posicao aumentam significantemente a atividade assim como a
esterificacdo com grupamento hidroxicindmico. Quanto ao ciclo A,
nota-se que a clivagem deste ciclo leva a um aumento da atividade,
sobretudo quando houver substituinte amina. Quanto ao substituinte
em C-17 observa-se que grupamento hidroximetila diminui a ativi-
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Ry Ry
36 H CH,
37 CH;, H

33 CN H CH
39 CN CH; H
40 COOH H CH,
41 COOH CH; H
42 CHO H CH;
43 CHO CH; H
44 CH,NH, H CH,
45 CH,NH, CH; H

Figura 8. Estrutura quimica dos compostos 36-45

dade, e que grupamentos aminoalquila em C-28 levam a compostos
altamente citotéxicos. A transferéncia da carboxila da posigdo 17
para a posi¢do 14 também leva a um aumento da atividade. Quanto
as caracteristicas gerais da molécula pode-se estabelecer a seguinte
REA: presenc¢a de doador de ligagc@o de hidrogénio em C-3 ou C-28
aumenta a atividade; hidroxilagio da estrutura aumenta a atividade; o
esqueleto oleanano completo parecer ser necessario para a atividade
e, o esqueleto ursano € mais potente que o oleanano. A REA proposta
encontra-se sumarizada no Quadro 1.

CONCLUSOES

Concluimos que, apesar da grande quantidade de estudos a
respeito da atividade antitumoral, antinflamatdria e antioxidante de
triterpenos do tipo oleanano e ursano, muito ainda precisa ser desven-
dado. Os mecanismos de acdo envolvidos nessa atividade antitumoral
estdo relacionados com inibi¢do de enzimas metabolicas do DNA,
inducdo da apoptose, interferéncia com o p53, vias de sinalizagdo
PI3K/Akte MAPK e interferéncia com o fator de transcrigdo NF-xB.
No entanto, faltam estudos que correlacionem todos estes eventos e

Quadro 1. REA para triterpenos do tipo oleanano e ursano quanto a sua atividade citotoxica.

Substituinte em C-3:

e aconfiguracdo beta do
substituinte é necessdria para
atividade;

e grupamento amina aumenta
significantemente a atividade;

e esterificagdo com grupamento
hidréxicindmico aumenta a
atividade.

A clivagem do ciclo A aumenta a »
atividade citotdéxica se houver
substituinte amina.

1 R;=H R,=CH;
2 R,=CH; R,=H

Substituinte em C-17:

®  grupamento
hidroximetila diminui a
atividade;

. e grupamentos

aminoalquila em C-28

levam a compostos.

altamente citotéxicos

A transferéncia da carboxila do C-17
para o C-14 leva ao aumento da
atividade.

Caracteristicas gerais:

® presenca de doador de ligagdo de hidrogénio em C-3 ou C-28 aumenta a atividade;
® hidroxilac@o da estrutura aumenta a atividade;

e o esqueleto oleanano completo parecer ser necessario para a atividade;

e o esqueleto ursano é mais potente do que o oleanano.




1252

que apontem indubitavelmente como ocorre o processo antitumoral
na célula desencadeado por esses triterpenos. Esse conhecimento
serd fundamental na formulacio de estratégias para o planejamento
de novos farmacos.

Em relacdo a REA, utilizamos dados disponiveis na literatura para a
construgio desta proposta de REA que € considerada inédita para estes
compostos quanto a atividade citotdxica. Foi possivel propor algumas
caracteristicas moleculares importantes desses triterpenos para a ati-
vidade citotéxica. Da mesma forma, novas portas serdo abertas neste
campo a medida que a partir da REA proposta novos andlogos podem
ser racionalmente sintetizados. Da-se destaque aos derivados aminados,
que apresentaram alta atividade citotoxica quando comparados aos outros
andlogos. E, principalmente, destacamos o agente multifuncional, CDDO,
apresentado como um potente agente antiinflamatdrio, quimiopreventivo
e antitumoral que se encontra atualmente em estudos clinicos.
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