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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

Sintese de derivados do estigmasterol e do acido ursdlico e avaliacdo de suas
atividades bioldgicas
AUTORA: NALIN DE SEIXAS BORGES
ORIENTADORA: IONARA IRION DALCOL

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de fevereiro de 2014

O presente trabalho descreve a sintese de vinte e dois novos derivados (4 -
25) do estigmasterol (1) e sete novos derivados (26 - 32) do acido ursolico (2)
através de reacdes de esterificacdo e de acoplamento com diferentes aminoacidos.
Todas as estruturas dos compostos foram confirmadas por RMN *H e RMN **C. Os
derivados foram testados quanto a sua atividade antimicrobiana, atividade
antitumoral frente a célula cancerigena HT-29 (colorretal) e de inibicdo das enzimas
POP, AChE e BChE. Na atividade antimicrobiana, dentre os compostos testados, 0
acido ursolico (1) demonstrou o maior potencial de inibicdo. Os resultados obtidos
nos ensaios de inibicdo enzimética foram satisfatérios, geralmente ocorrendo um
aumento da atividade dos compostos de partida 1 e 2 apds a introducdo dos
aminoéacidos. Dentre os derivados avaliados, o acido ursolico-prolina-prolina-OH (32)
apresentou a maior capacidade inibitéria das enzimas AChE e BChE, podendo ser
considerado um inibidor colinesterasico dual, o que pode proporcionar maior eficacia
no tratamento da doenca de Alzheimer. Na avaliacdo do efeito antitumoral, apos as
primeiras 24 h, a maioria dos derivados do acido ursdlico demonstrou efeito de
inibicdo da viabilidade celular entre 33,7 e 70 %. Ap0Os 72 h, o derivado 32 foi o que
apresentou melhor desempenho, pois ndo aumentou o nimero de células viaveis em
nenhuma concentracdo testada, o que indica que este composto pode ser um

candidato a farmaco antitumoral.

Palavras chave: Estigmasterol, acido ursolico, atividades biologicas.



ABSTRACT
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Synthesis of derivatives of stigmasterol and ursolic acid and evaluation of their

biological activities

AUTHOR: NALIN DE SEIXAS BORGES
ADVISOR: IONARA IRION DALCOL

Date and Place of Defense: Santa Maria, February 28", 2014

The present work describes the synthesis of twenty-two new derivatives (4-25)
from stigmasterol (1) and seven new derivatives (26-32) from ursolic acid (2) via
esterification and coupling reactions with different amino acids. All the structures of
the compounds were confirmed by *H and *C NMR. The derivatives were tested for
their antimicrobial activity, antitumor activity against cancer cells HT -29 (colorectal)
and inhibition of POP, AChE and BChE enzymes. In antimicrobial activity among the
compounds tested, ursolic acid (1) showed the greatest potential for inhibition. The
results obtained from enzyme inhibition tests were satisfactory, generally the
activities of the starting compounds 1 and 2 were increased after the introduction of
the amino acids. Among the derivatives evaluated, ursolic-proline-proline-OH acid
(32) showed the highest inhibitory capacity of AChE and BChE enzymes and may be
considered a dual cholinesterase inhibitor, which can provide greater efficacy in the
treatment of Alzheimer's disease. In the evaluation of the antitumor effect, after the
first 24 h, most of ursolic acid derivatives showed inhibition effect in cell viability
between 33.7 and 70%. After 72 h, the derivative 32 showed the best performance
because it did not increase the number of viable cells at any concentration tested,

indicating that this compound may be a candidate for antitumor drug.

Key words: Stigmasterol, ursolic acid, biological activity.
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1. INTRODUCAO

Até o inicio do século XIX, em razdo do desenvolvimento da quimica analitica
e da existéncia de uma soélida medicina tradicional fundamentada em farmacopéias
estabelecidas ao longo de muito tempo, os fa&rmacos eram obtidos quase que
exclusivamente a partir de plantas medicinais e outras fontes naturais.*

Apés o0 século XIX, os pesquisadores perceberam que era praticamente
invidvel produzir farmacos em escala industrial somente a partir de plantas
medicinais. Em 1898, Feélix Hoffman realizou a sintese do &cido acetil salicilico
através da acetilacdo do grupo hidroxila do acido salicilico, composto derivado da
salicina, isolada por sua vez da Salix Alba. Este fato marcou de forma significativa a
maneira de obtenc&o de fArmacos.'?

Seguindo este modelo, foi sintetizado em 1903 o barbital, usado como agente
hipnético; a epinefrina em 1904, um importante broncodilatador; a amilocaina e
procaina em 1905, substancias organicas empregadas como anestésicos; o
fenobarbital em 1912; e o prontosil em 1932 como agente anti-infeccioso.?

Os primeiros estudos sobre a relacao estrutura-atividade para o planejamento
racional de farmacos ocorreram durante a Il Guerra Mundial. A pesquisa militar foi
responsavel por grandes avancos na sintese organica, motivada principalmente pela
necessidade da descoberta de novos compostos para o tratamento de infeccdes,
dor, processos alérgicos e depress&o.?

O periodo pés-guerra foi de prosperidade para a sintese de farmacos,
surgindo compostos tais como a mepirazina, um anti-histaminico, clorpromazina, um
antipsicotico, imipramina, um antidepressivo e a indometacina, um importante anti-
inflamatério n&o-esteroidal.?

Desta forma, os avangos da sintese organica, farmacologia e biologia
molecular, aliados a introducdo de novos ensaios bioquimicos, metodologias
sintéticas e reagentes para a modificacdo estrutural de produtos naturais ativos
relevantes para o uso, conduziram ao desenvolvimento de quimica medicinal
moderna, com planejamento racional de farmacos baseado na abordagem
fisioldgica.'

Dados indicam que aproximadamente 85% dos medicamentos utilizados em

todo o mundo séo de origem exclusivamente sintética e que, os demais 15%, séo de



origem vegetal, animal, microbiolégica ou mineral, isolados ou produzidos por semi-
sintese.”

Um dos grandes desafios enfrentados pela medicina moderna € o tratamento
de doencas infecciosas, causadas por virus e micro-organismos patogénicos e
oportunistas, tais como bactérias e fungos, que cada vez mais se tornam resistentes
aos tradicionais antivirais e antimicrobianos. Outra preocupa¢ao sao as doencas
neurodegenerativas do Sistema Nervoso Central (SNC), tais como esquizofrenia,
amneésia, ansiedade, depressao, bulimia, anorexia e transtorno afetivo bipolar, cujo
completo entendimento do mecanismo de acgdo e tratamento permanecem
desconhecidos.!>®

Muitos estudos tém sido realizados a respeito das interacdes proteina-
proteina que ocorrem quando um determinado substrato se liga a enzima protease
prolil oligopeptidase (POP) ou as enzimas colinesterases acetilcolinesterase (AChE)
e butirilcolinesterase (BChE). Isto tem dado lugar ao surgimento de inibidores
enzimaticos com capacidade de modulacdo de atividades bioldgicas tais como a
sintese de neuropeptidios no SNC, que favorecem o tratamento de doencas
neurodegenerativas.’®°

Outra patologia de extrema importancia na medicina moderna é o cancer,
responsavel por 12% do total de 6bitos em todo o mundo, e que atualmente nao
possui tratamento 100% eficaz, seguro e com poucos efeitos colaterais. Varios
estudos tém sido realizados a respeito de farmacos que inibam o crescimento das
células tumorais e esta, vem se tornando cada vez mais, uma importante estratégia
de defesa contra o cancer.**°

Portanto, dentro deste contexto de importancia da descoberta de novos
compostos biologicamente ativos para o tratamento de doencas neurodegenerativas,
cancer e infec¢des, duas classes de compostos que vem atraindo a atencao dos
pesquisadores nos ultimos anos sao os esterodis e o0s triterpenos pentaciclicos, como
o estigmasterol (1) e o acido ursdlico (2), respectivamente, e seus derivados
sintéticos (Figura 1).%0*

Dentre as principais caracteristicas destes compostos que 0s torna
importantes € o fato de que ambos sdo abundantes na natureza, podendo ser
encontrados na dieta humana e em varias plantas medicinais, tais como Buddleja
brasiliensis e llex paraguariensis, espécies vegetais estudadas anteriormente pelo

Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN). Outra caracteristica € que ambos



0s compostos apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas, tais como
anti-HIV, anti-inflamatéria, antitumoral, antimicrobiana, antioxidante, anti-alérgica,
citotoxica contra células tumorais, hepatoprotetora e neuroprotetora, além da inibicéo
de algumas enzimas.®*%*

O estigmasterol (1) e o acido ursélico (2) também sdo importantes devido as
suas caracteristicas lipossoluveis, o que favorece a permeabilidade dos mesmos na
membrana plasmatica ou a participacdo no transporte de substancias
biologicamente ativas através da membrana, fator indispensavel para a eficacia de
farmacos que atuam no interior das células.®**

Considerando que um dos inibidores mais conhecidos e eficazes da POP, o
composto benziloxicarbonil-prolil-prolinal (Z-Pro-Prolinal), possui em sua estrutura
dois residuos de prolina e que esta enzima reconhece especificamente peptideos
contendo este aminoécido, a obtencdo de novos derivados que permitam combinar a
presenca de residuos de prolina com as caracteristicas lipossollveis dos compostos
1 e 2 torna-se importante na busca por inibidores que possam ser reconhecidos pela
POP e, a0 mesmo tempo, possam atravessar membranas celulares, principalmente
a barreira hematoencefélica para atuar diretamente no SNC. A lipossolubilidade dos
compostos inibidores € importante ndo somente para a atuacdo no SNC frente a
enzima POP, mas frente a qualquer enzima relacionada a transtornos neurol6gicos
como as colinesterases. Assim, a obtencdo de derivados dos compostos naturais
estigmasterol (1) e acido ursélico (2) através do acoplamento com residuos de
prolina poderia garantir sua atuacdo como inibidores efetivos e lipossolluveis das

enzimas POP, AChE e BChE. &1

HO

(1) (2)
Figura 1: Estruturas do estigmasterol (1) e do acido ursélico (2).




2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho tem como objetivo a obtencdo de derivados dos
compostos estigmasterol (1) e acido ursolico (2) através de reacdes de esterificacédo
e acoplamentos com aminoacidos, bem como a avaliacdo das atividades biolégicas

dos mesmos.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar a derivatizacdo do estigmasterol (1) mediante reacfes de
esterificacdo e acoplamento com o aminoacido L-prolina na forma de seus derivados
Boc-L-prolina-OH, Fmoc-L-prolina-OH, H-prolina-CN, H-prolina-OMe, H-prolina-
prolina-OMe e N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina, assim como com 0s aminoacidos
L-alanina, L-cisteina(tBu)-OH, L-glicina e L-glutdmico(OBz)-OH, e realizar as
respectivas reacdes de remocéo dos grupos protetores (Esquemas le 2).

- Realizar a derivatizacdo do &acido ursolico (2) mediante reacdes de
esterificacdo e acoplamento com H-prolina-OMe, H-prolina-CN e H-prolina-prolina-
OMe, assim como as respectivas reacdes de hidrolises (Esquema 3).

- Realizar testes in vitro para a determinacéo da atividade antimicrobiana e de
inibicAo enzimética frente as enzimas POP, AChE e BChE dos compostos
sintetizados.

- Realizar o teste de inibicdo da linhagem de célula cancerigena HT-29

(colorretal) para verificar o potencial de alguns compostos como antitumoral.
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Esquema 1: Sintese dos derivados (4 - 10 e 14 - 25) do estigmasterol (1).



Esquema 2: Sintese dos derivados (11 - 13) do estigmasterol (1) a partir do cloroformato

de estigmasterila (3).
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1. Cloreto de Oxalila
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S EE— OH
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e} \}ll
/”\ 28
o)
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2. HCI 3N

1. Cloreto de Oxalila
2.Et3N, H-Pro-OMe

[e) C
W
RYQ 31 N
o
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1. NaOH 4N
2. HCI 3N

R' Yﬁ
o
30 o OH

Esquema 3: Sintese dos derivados (26 - 32) do acido ursélico (2).




3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Estigmasterol

O composto estigmasterol (1), também conhecido como estigmasterin, € um
esterol insaturado presente em varios tipos de plantas sendo que, juntamente com o
campesterol e o B-sitosterol, é o mais importante e mais abundante esterol presente
nas plantas superiores. Pelo fato destes compostos serem encontrados em plantas,
eles sdo mais corretamente chamados de fitoesteréis.***#*3

Esterdis fazem parte da familia dos isoprendides e sdo conhecidos por serem
essenciais para todos os organismos eucaridticos. Os esterdis fazem parte da
membrana de muitas células animais e vegetais, tal como o colesterol (esterol
predominante em células de mamiferos) e o ergosterol (esterol presente em células
de fungos), e como tais regulam a permeabilidade, fluidez e rigidez da membrana.
Eles também modulam a atividade e distribuicdo de proteinas sinalizadoras
enzimaticas e receptoras, ligadas a membrana, e estdo relacionados com a sintese
de alguns horménios, tais como andrégeno, estrégeno e corticoides.*t141>16:17

Ester6is sdo compostos organicos que possuem um esqueleto basico
peridrociclopentanofenantreno com uma g-hidroxila na posicdo C-3, duas metilas
nas posicées C-10 e C-13 e uma cadeia lateral contendo de 8 a 10 atomos de
carbono na posicao C-17. A diferenca entre os esterdis se da principalmente no
namero de carbonos da cadeia lateral e na presenca ou auséncia de uma dupla
ligacdo no C-22. Todos os fitoesterbis contém uma dupla ligacdo no C-5 (Figura
2).14,18

De acordo com a recomendacdo da IUPAC de 1989, os esterbis séo
numerados conforme a Figura 2. Os carbonos C-24' e C-24? sdo, atualmente, mais
frequentemente numerados como C-28 e C-29, respectivamente. A notacdo S é
utilizada para as ligacdes que estdo para frente em relacdo ao plano e a notacéo a &
utilizada para as ligacdes que estéo para tras em relacéo a plano do papel. Assim, o
nome IUPAC do estigmasterol é (24S)-24-etilcolesta-5,22-dien-38-ol. 13141819



Figura 2: Estrutura basica dos esterdis com a numeracdo proposta pela IUPAC em

1989 e estrutura do estigmasterol numerado (1).

Os fitoesterdis podem ser encontrados na natureza conjugados com
acucares, usualmente glicose, que por sua vez podem ser acilados por &cidos
graxos, para formar esteril glicosideos e acil-esteril glicosideos, respectivamente.
Eles também podem ser encontrados esterificados ou na forma de alcool livre, como
é o caso do estigmasterol.*®%

O estigmasterol, campesterol e B-sitosterol estdo presentes na dieta humana,
alimentos tais como amendoins, nozes, gergelim, améndoa, 6leo de soja e 6leo de
oliva, possuem quantidades significativas destes compostos (1 - 500 mg/100 g).**%*

O estigmasterol pode ser encontrado em varias plantas medicinais, tais como
Buddleja brasiliensis, Erythrina crista-galli, Mucuna cinerea, Rubus suavissimus,
Spillanthes acmella murr, Phyllanthus columnaris, Butea monosperma, Bacopa
monnieri Linn e etc.??

Este composto também tem sido bastante investigado devido as suas
propriedades farmacolégicas ja relatadas na literatura, tais como anti-osteoartrite,
antitumor, anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana, atividade citotdxica contra
células tumorais, nematicida, hipoglicemica e inibitério da tiredide.***3:20:28:29.30

Devido a esta grande gama de atividades farmacoldgicas, as caracteristicas
dos esterois e ao fato de que o numero de fitoesterois € limitado, a busca por novos
compostos derivados do estigmasterol € bastante grande.

Em 1995, Moriarty et al. sintetizaram a esqualamina (24R) (33) e seu epimero
nao natural (24S) (34) a partir do estigmasterol (1). A sintese ocorreu em varias
etapas reacionais e o0 produto final foi obtido com 50% de rendimento. A

esqualamina € um esterol conjugado com a poliamina biogénica espermina



[NH2(CH2)3sNH(CH2)4NH(CH2)3sNH2], sendo que foi primeiramente isolada da espécie
de tubardo Squalus acanthiase e apresentou potente atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos, assim como também inibicdo da
angiogeneis (proliferacdo de vasos capilares para o crescimento de tumores),

condicdo indispensavel para o tratamento anticancer (Esquema 4).2>3!

(1
(33) R = 80, (R)
(34) R = SO, (S)

Esquema 4: Sintese da esqualamina 24R (33) e 24S (34) a partir do 1.

Em 2008, Misharin et al. propuseram a sintese de derivados 22,23-
oxigenados do estigmasterol (35 - 38) e avaliaram o potencial citotoxico destes
compostos frente a varias linhas de células de cancer. Eles justificaram a realizacao
deste teste devido ao fato de que o aumento do numero de cadeias laterais
oxigenadas nos esterdis naturais aumenta a toxicidade destes em células,
principalmente células cancerigenas. Os resultados obtidos confirmaram a alta
toxicidade destes compostos frente as linhas de células de hepatoma humano e
carcinoma de mama.*?

Em 2009, Medina et al. propuseram a sintese de novos alquilaminoxi esterois
e a avaliacao da atividade anticancer e contra doencas neurodegenerativas. Entre
os derivados obtidos, destacam-se a dendrogenina A (39) e a dendrogenina B (40),
sendo que a primeira induziu diferenciacdo e morte celular em teste com diferentes
linhas de tumor, e a segunda induziu a formacéo de neuritos (prolongamento dos

neurdnios) em diferentes linhas de células neuronais.*
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OH OH

OH OH

HO
HO oH HO o

(35) (36)

OH

HO

HO OH : LN /\/g\\N

(38) (39) (40)

Figura 3: Derivados esterois 35 — 40.

Também em 2009, Gigante et al. propuseram a sintese de azasterois (41-55),
esterdis contendo nitrogénio, e destacaram o fato de que geralmente esterdis-amino
conjugados apresentam atividade antimicrobiana, tal como a esqualamina relatada
anteriormente por Moriarty et al.®* Por este motivo, os pesquisadores realizaram a
sintese e avaliagdo do potencial antitripanosomal e antileishmanial destes
compostos. Eles observaram que os compostos obtidos apresentavam atividade
contra T. brucei rhodesiense, particularmente os compostos 41, 47, 48 e 50. Os
compostos 52, 53 e 55 mostraram-se promissores contra L. donovani.**
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PN

R O

(41) R= CH,CHs
(42) R= CH,CH,CHj
(43) R= CH,CH(CH3),
(44) R= C(CH3)3

(45) R= CH,CH,CO,H
(46) R= CH,N(CHa),

(47)R= N@%

(48) R= CH,NH(CH,);COOMe

(0]
(49) R= /\Nb

(50) R= CH,NH(CH,)sCOOMe
(51) R= CH,NH(CH,)sCOOH
(52) R= CONH(CH,);COOMe
(53) R= CONH(CH,)sCOOMe
(54) R= CONH(CHs),

(55) R= CONH(CH,)sCOOH

Figura 4: Derivados esterois 41 — 55.

Em 2010, O’Callaghan et al. propuseram a sintese de oito derivados oxidados

do estigmasterol (56 — 63) e a avaliacdo da citotoxicidade e efeito apoptotico, ambas

em células U937 de leucemia monocitica humana. Os pesquisadores concluiram

que os compostos 57, 59, 61 e 62 sdo citotoxicos e causam apoptose na célula

U937.%°

(59) (60)

HO

OH (62)

(61)

Figura 5: Derivados esterois 56 — 63.
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Em 2011, Svobodova et al. propuseram a sintese de trés novos compostos
através do acoplamento dos aminoéacidos L-Fenilalanina, Glicina e L-Leucina com o
estigmasterol (64 - 66). Os pesquisadores também avaliaram o grau de gelificacdo

destes compostos frente a 22 solventes organicos.®

OH ——» |

piperidina
DMF

(64) R = CH,Ph

(65)R=H

(66) R = CH,CH(CHa), o
NH,,
o

R

Esquema 5: Sintese dos derivados 64-66 do estigmasterol (1).

Em 2012, Vida et al. propuseram a sintese de poliaminas conjugadas com o
estigmasterol (67—69) e destacaram a importancia destes compostos no transporte
de substancias biologicamente ativas através da membrana. Além da sintese, eles
também realizaram testes antimicrobianos e citotoxicos contra células normais dos
produtos obtidos. O composto 69 mostrou-se um promissor candidato
antimicrobiano, uma vez que causou a inibicdo seletiva da bactéria S. aureus. A

citotoxicidade apresentada pelos compostos foi baixa ou quase inexistente.

/\Lz\.-H — o~ .ff‘,H - —
[ ) o
P P \T% 0 //\l/ T
J o — A LI
HO™ 7 7 '\ﬂ// TR
U]

R \O
0]

(67) R = Hy,NCH,CH,NH
(69) R = H2N(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH

Esquema 6: Sintese das Poliaminas 67-69 conjugadas ao estigmasterol (1).
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3.2 Acido Ursélico

O composto acido ursélico (2) € um triterpeno pentaciclico, isémero do acido
oleandico (70), encontrado em vérias plantas superiores, vegetais e frutas. Este
composto faz parte do grupo dos isoprendides e sua estrutura contém 30 atomos de
carbono e 3 &tomos de oxigénio (Figura 6).3"383°

Os terpenos sdo metabolitos secundarios das plantas e sao caracterizados
por possuirem duas ou mais unidades de isopreno (CsHg). Os terpenos sao
classificados de acordo com o numero de atomos de carbono e aqueles que
possuem 30 atomos de carbono (CzoHsg) séo classificados como triterpenos,
podendo ser aciclicos ou conter estruturas mono-, bi-, tri-, tetra- e pentaciclicas.*°

Os triterpenos pentaciclicos, por sua vez, podem ser divididos em trés grupos:
oleananos, ursanos e lupanos. Os dois primeiros apresentam cinco anéis
hexagonais, com uma estereoquimica dos anéis D/E cis, diferenciando-se entre si
apenas na posicao de seus grupos metilas: nos oleananos situam-se ambos no C-
20, enquanto nos ursanos uma das metilas encontra-se no C-20 e a outra no C-19.
Os lupanos, por outro lado, possuem uma estereoquimica trans dos anéis D/E e o

quinto anel é pentagonal (Figura 6).*

N e

HO

g
,
s,
%,

2 (2)R'=CH; R?*=H
242 (70)R"=H R?=CH,

Figura 6: Estruturas do acido ursolico (2) e do acido oleandico (70).

O acido ursolico esta presente na dieta humana, podendo ser encontrado em

alguns temperos e frutas, tais como macas, ameixas, amoras, peras, salvia, alecrim
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e orégano. Este composto também pode ser encontrado em varias espécies
medicinais na forma de aglicona ou glicosilado. Entre algumas plantas de uso na
medicina tradicional que contém acido ursdlico encontram-se: llex paraguariensis,
Saurauja roxburghii, Satureja khuzistanica, Micromeria cilicica, Pterocephalus
hookeri, Salvia officinalis L, entre outras.***’

O acido ursdlico tem sido bastante investigado devido as suas varias
propriedades farmacoldgicas ja relatadas na literatura, entre as quais podemos citar
atividade antitumoral, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante, anti-HIV,
hepatoprotetora, neuroprotetora, anti-alérgica e citotbxica contra células
tumorais.39'48'49*50'51*52

Entre as atividades farmacoldgicas mais estudadas destaca-se a atividade
antitumoral contra diversos tipos de células, tais como células de leucemia,
hepatoma humano, carcinoma géstrico, carcinoma colorretal, carcinoma prostatico,
carcinoma cervical escamoso, carcinoma de mama e carcinoma pancreatico. Entre
essas células, uma que se destaca é o carcinoma colorretal (HT-29) uma vez que
varios autores relatam o acido ursolico como sendo um forte agente antitumoral e
antiproliferativo, causando a morte celular por apoptose, com ICso em torno de 25
HM.37’38'48’52’53’54

Na literatura também se encontram varios estudos sobre a relacdo estrutura-
atividade, uma ferramenta fundamental no planejamento de novos prototipos de
farmacos. Vechia et al. relataram, em uma revisdo sobre derivados de oleananos e
ursanos publicada em 2009, que um grupo doador de ligagdes de hidrogénio na
posicdo C-3 ou C-28, assim como uma carbonila na posi¢cao C-17 € essencial para
gue o acido ursélico apresente atividade citotoxica e que a presenca de um grupo
amina tanto no C-3 quanto no C-28 aumenta significativamente a atividade
citotoxica, além da orientacdo B do substituinte no C-3. Também ¢é relatado por
Mazumber et al. que a presenca de um grupo ciano ou trifluormetil no C-2 do &cido
ursélico aumenta seu potencial citotoxico. Além destas observacdes, estudos de
Shao et al. e Meng et al. revelaram que aqueles derivados do acido ursoélico com
éster na posicdo C-3 e amina na posicao C-28 resultam em derivados com forte
inibicdo de tumores.3"43°2

Em 2000, Kashiwada et al. propuseram a sintese de alguns derivados do
acido ursodlico (71-79) e a avaliagdo do potencial anti-HIV destes compostos. Como

resultados os pesquisadores obtiveram que o0 composto 72 apresenta uma fraca
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atividade anti-HIV e é pouco toxico, jA& o composto 74 apresentou um relativo
potencial anti-HIV e o composto 79 apresentou alta toxicidade. Os demais

compostos apresentaram baixa ou inexistente atividade.*°

o 0 o o
0. _COOH
(7T1)R= g)}><\coor4 (72) R= %MCOOH (73) R= MCOOH (74) R= g)}v ~~
(75) R= g)k/\COOH (76) R= g)l\/\/COOH (77) R= %/u\)\ (78) R=

(79)

Figura 7: Derivados 71 — 79 do &cido ursdlico (2).

Em 2008, Gnoatto et al. realizaram o isolamento do &cido ursélico (2) a partir
da llex paraguariensis e a sintese de derivados deste composto (80-87), assim como
a avaliacdo do potencial de inibicdo da aromatase, uma enzima responsavel pela
conversao irreversivel do andrégeno em estrogeno e relacionada com tumores de
préstata e mama. Apos os testes, 0s autores concluiram que apenas o acido ursolico
inibiu efetivamente a atividade da aromatase in vitro e que a introducdo de um

metaloceno n&o aumentou a atividade inibitéria (Esquemas 7 e 8).%
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(85) R=Ac; R'=Boc

TFA/DCM
HNT TN N~ " NHBoc
__/

(86) R=Ac; R'=H ——» (87)R=H; R'=H
NaOH 1N

Esquema 8: Sintese dos derivados 84 — 87 do acido ursdlico (2).

Em 2009, Kwon et al. propuseram a sintese de derivados do acido ursalico (2)
através de modificacbes no C-3 e C-28 (88-95), e a avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria através da analise do poder inibitério dos compostos contra a producéao
de 6xido nitrico (NO) induzido por lipopolissacarideos. Os pesquisadores concluiram
gue o composto 94 foi o mais potente inibidor do NO, com 93,7% de inibicdo a 20
UM, porém apresentou forte citotoxicidade contra células normais. Ja os compostos
88, 89, 91, 92 e 93 foram trés vezes mais potentes na inibicdo do NO que o acido
ursolico, sendo que o composto 88 apresentou baixa citotoxicidade. O composto 90
também aumentou o potencial de inibicdo, porém ndo muito significativamente

(Esquema 9).%°
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Condicdes
—_————
Composto R' R? Condicoes
(88) R'=CH3 R%=H CHasl, NaH, THF
(89) R'=H, R?=CHj; TMSCHN; THF/MeOH
(90) R'=R?=CH3 CHj3l, NaH, THF
(91) R'=Ac, R?=H AcCl, py, THF
(92) R'=CH1OCH,CO, R?=H CH3OCH2COCI, py
(93) R'=(CH3),NCO, R?=H (CH3)2NCOCI, py
(94) R'=H, R?= 2-(pirrolidina-1-il)etil i) 1-(2-cloroetil)pirrolidina, Nal, KoCO3 DMF
ii) HCI 3N, MeOH/CHCl3
(95) R'= 2-(pirrolidina-1-il)etil, R?=H i) CICH2COCI, py, CH2Clg
ii) pirrolidina, EtsN,CH>Cl2
iii) AcCl, EtOH/THF

Esquema 9: Sintese dos derivados 88-95 do acido ursdlico (2).

Em 2010, Meng et al. propuseram a sintese de novos derivados do &cido
ursolico (96-103) através de modificacbes nas posicdes C-3, C-11 e C-28 e a
realizacdo da atividade citotoxica contra varias células de cancer (HelLa - carcinoma
cervical humano, SKOV3 — carcinoma ovariano e BGC-823 — carcinoma gastrico
humano). Apds os testes, 0s autores concluiram que 0os compostos que sofreram
esterificacdo no 3-OH e acoplamento no C-28 com aminoacidos metil ésteres
apresentaram maior inibicdo que o acido ursélico com as trés linhas de células. O
composto 101 foi o mais potente inibidor de ambas as células, com ICso de 2,71,
7,40 e 4,46 uM, respectivamente para HelLa, SKOV3 e BGC-823. Os autores
também concluiram que a acetilacdo do C-3 € mais eficiente na inibicdo dos tumores
do que a butilacdo e que um grupo carbonil na posi¢cédo C-3 ou C-11 é extremamente

importante para a atividade (Esquemas 10 e 11).>°
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Reagente de Jones
Ac,0 acetona
DMAP

CrO, (COCl), (COCl),
ACzo CH2C|2 CH2C|2
AcOH

(98) R? = CH,CH,CH,0H

F (99) R? = QOCHs

(101) R® = (H,C);H,C—N O

C

AcO ‘G (96) R'= CgHs

(97) R' = CH(CH3)CH,OH

Esquema 10: Sintese de derivados 96-101 do &acido ursdlico (2).
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CH3CH,CH,),0
A i

DMAP, THF

H3CH,CH,CCOO

(cocliy,
CH,Cl,

EtzN

NH,R

H3CH,CH,CCOO0

(102) R = CH,COOCH;
(103) R = CH,CgHs

Esquema 11: Sintese de derivados 102 - 103 do acido ursdlico (2).

Em 2011, Shao et al. propuseram a sintese de 23 derivados do &cido ursélico
(104-126) e a realizacdo da atividade anticancer in vitro e in vivo contra varios tipos
de carcinomas. Os compostos 116-119 mostraram significativa atividade
antiproliferativa contra as células de cancer e baixa citotoxicidade. Os composto 113,
116-118, 123 e 125 foram particularmente ativos contra a linha de célula HepG2
(célula de hepatoma humano), sendo que o composto 116 inibe a célula por

apoptose, morte celular (Esquemas 12 e 13).>

CH3(CH2)nBr, K2CO3
-

DMF (104) R = CH,CHg
(105) R = (CH,),CHj

(106) R = (CH;)3CH3

X
S

Q

o
o
i
m

COO(CH MBI  AgNo,
E— .
CH,4CN
COO(CH,),Br

(107) R = (CH,),ONO,
(108) R = (CH,);0NO,
(109) R = (CH,),ONO,

Esquema 12: Sintese dos derivados 104-109 do &cido ursalico (2).
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1. Anidrido acético/Py/DMAP

(110) R = CH,CH,
(111) R = (CH,),CHj
(112) R = (CHa,)sCHs

2. CH3(CHj),Br, K,CO3 DMF
AcO

1. Anidrido acético/Py/DMAP
2. (CO),Cl, CH,Cl,

NaOH, CH3;0H/THF

(113) Rl = NHCH(CH,OH)COOCH;3 (120) R' = NHCH(CH,OH)COOCH;
(114) R1 = NHCH(CH,CgHs-p-OH)COCH;Z (121) R" = NHCH(CH,CgHs-p-OH)COCH;3
(115) R1 = NHCH,CH,0H (122) R' = NHCH,CH,OH
(116) R" = N(CH,CH,0H), (123) R" = N(CH,CH,0H),
OH OH
ST\ o~ /\

(117)R? N\_/N S (124)R"' = N N/\/

= o OH N/ 0/ TOH

,_N N/\/ (125)R'= { \N/\/
(1M8)R'= \_/ OH 1 N OH

(126)R' =

(119 R = N N

Esquema 13: Sintese dos derivados 110-126 do &cido ursdlico (2).

Em 2012, Bai et al. realizaram a sintese de 10 derivados do &cido ursdlico e
avaliacdo do potencial citotoxico destes compostos frente a varias linhas de células
tumorais, tais como HT-29, PC-3 e HepG2, através do ensaio MTT. Eles dividiram os
compostos sintetizados em dois grupos, o grupo 1 (127-128) sédo aqueles com carga
negativa e o grupo 2 (129-136) aqueles com carga positiva. Os resultados
mostraram que o0 grupo 1 possui uma menor capacidade citotoxica que o &cido
ursdlico e este, por sua vez, possui uma menor capacidade citotdxica que o grupo 2.
Eles justificaram estes resultados com base na liposolubilidade dos compostos, ou
seja, a melhor lipofilicidade levou a melhor permeabilidade na membrana e, portanto,
melhores resultados. O composto 130 possui um potencial terapéutico para o
tratamento de carcinoma gastrico devido a solubilidade em agua e a habilidade de

induzir apoptose nas células testadas (Esquema 14).%8
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1. (COCl),, CH,CI, 1. (COCl),, CH,CI,

2. Asp(OMe)-OMe-HCl ou 2. 1,2 - etienodiamina (anidro)
Glu(OMe)-OMe-HClI, Et3N
3.NaOH, MeOH/THF

CONHCH,CH,NH,

(129) 4. (Fmoc)NH-R?-COOH, EDC-HCI, dioxano
; NaOH, MeOH/THE 2. EtN, CH,Cl,
(127) R' = CH(CH2COOH)
(128) R' = CH(CH2CH2COOH)

CONHCH,CH,NHOCR2NH,

(131) R2 = CHj,4
(132) R? = CH(CH,CH,SCH3)
(133) R?2 = CH(CH,CgHs)

1. (Fmoc)NH-RZ-COOH, EDC-HCI, dioxano
2. ET3N, CH,Cl,

(134) R2 = CH,4
(135) R? = CH(CH,CH,SCH,)
(136) R? = CH(CH,CgHs)

CONHCH,CH,NHOCR2NH,

Esquema 14: Sintese dos derivados 127-136 do acido ursélico (2).

Também em 2012, Liu et al. propuseram e sintese de novos derivados do
acido ursolico (137a-137w) contendo acil piperazinas e a avaliacdo da atividade
citotoxica contra MGC-803 (célula de carcinoma gastrico) e Bcap-37 (célula de
cancer de mama). Os pesquisadores concluiram que a incorporacdo de uma acil
piperazina no C-28 juntamente com um grupo polar no C-3 aumenta
significativamente a atividade antitumoral dos compostos. O composto 137b induziu

apoptose em MCG-803 (Esquema 15).%°
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Condigdes reacionais: (a) Br{CH; hBr, K2C0y, DMF, rL; (b)pipendina, K,C0, DME 80 °C: (c) EDCL RCOOH, DOM, cr.

Esquema 15: Sintese dos derivados 137a-137w do &cido ursolico (2).

Em 2013, Rachid et al. propuseram a sintese de derivados triazolil do acido
ursolico (138-140a-r) e a avaliacdo do potencial anticancer contra varias linhas de
células tumorais. Os compostos 139, 140a, 140b, 140d-h, 140k, 140p-r
apresentaram melhores resultados quando comparados com 140c, 140i e 140j,
sendo que os compostos 140b, 140g, 140p e 140r foram 0s mais potentes neste

estudo (Esquema 16).>’
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Esquema 16: Sintese dos derivados 138-140a-r do &cido ursdlico (2).
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3.3 Atividades bioldgicas

3.3.1 Atividade inibitoria enzimatica

3.3.1.1 Prolil oligopeptidase (POP)

A enzima prolil oligopeptidase (EC 3.4.21.26), abreviada como POP, PREP ou
PO, € um enzima considerada grande, com massa molecular de 80 kDa e 710
aminoécidos, foi descoberta em 1971 em um Utero humano como degradadora da
oxitocina e inicialmente chamada de prolil endopeptidase (PEP) ou enzima de
clivagem p6s-prolina.>®>

O nome enzima de clivagem pos-prolina foi inicialmente recomendado devido
ao fato da POP preferencialmente hidrolisar pequenos peptideos na porcéo
carboxilica de residuos de prolina. O nome prolil endopeptidase foi inicialmente
recomendado pela “Enzyme Nomenclature”, porém, mais tarde, em 1992, devido as
suas caracteristicas, passou a denominacao prolil oligopeptidase.®®®

A POP pertence a classe das serinas proteases (Cla SC, familia S9), que
também inclui a dipeptidilpeptidase IV (EC 3.4.14.5), oligopeptidase B (EC 3.4.21.83)
e acilaminoacil peptidase (EC 3.4.19.1). Esta familia € caracterizada por hidrolisar
apenas peptideos com menos de 30 residuos de aminoacidos.*®*

Esta enzima geralmente € encontrada no citoplasma das células, mas
também pode ocorrer ligada a membrana plasmatica, e € amplamente distribuida em
varios tipos de tecidos e 6rgdos. O cérebro € uma das fontes mais ricas nesta
enzima, e dentro dele, ela pode ser encontrada em todas as regides, cortex,
hipotalamo, ponte, medula e etc. Por este motivo, a POP estd amplamente envolvida
com diversos disttrbios que afetam o sistema nervoso central.>®6263

A diminuicao da atividade da prolil oligopeptidase no soro tem sido observada
em pacientes com diferentes estagios de depressédo ou bulimia nervosa e anorexia.
Alguns horménios e neuropeptidios envolvidos na fisiopatologia de depressdo e
transtorno bipolar, como B-endorfina, substancia P, arginina e vasopressina, sao

conhecidos por serem substratos da enzima POP. Em contraste, pacientes que
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sofrem de esquizofrenia ou outras doencas psicoticas apresentam 0s niveis séricos
de prolil oligopeptidase superiores aos pacientes ndo afetados. Os medicamentos
receitados hoje em dia para o tratamento de ambas as patologias tentam restaurar
os niveis da POP no soro do paciente, por exemplo, o antidepressivo fluoxicetina e o
farmaco anti-mania valproato sdo utilizados hoje para restaurar a atividade da
enzima POP a niveis normais.®%%646566

Além disso, baixos niveis da substancia P sdo comumente encontrados em
pacientes que sofrem da doenca de Alzheimer, e a administracdo da substancia P
tem sido relatada para bloquear B-amiléides, pequenos fragmentos de proteinas que
podem bloquear a sinalizacdo entre as células nas sinapses e podem induzir
neurotoxicidade.

Por isso, tem sido postulado que inibidores da POP podem trazer beneficios
para pacientes com distlrbios cognitivos. Na verdade, inibidores da POP foram
utilizados para reverter amnésia em ratos e melhorar a cogni¢cdo em ratos idosos.
Além disso, inibidores da POP tém sido utilizados para evitar a deposi¢cao de [3-
amil6ides no cérebro de ratos.®%" ¢

Devido as vérias doencas as quais a POP esta intimamente relacionada, a
busca por inibidores desta enzima é extremamente importante. Varios inibidores,
principalmente baseados no aminoacido prolina, tém sido desenvolvidos
sinteticamente, como, por exemplo, o Z-Pro-Prolinal (141), S-17092-1 (142), JTP-
4819 (143) e Y-29794 (144). A presenca da prolina nestes inibidores é importante
devido ao fato de que a POP reconhece especificamente peptideos contendo este
aminoacido. >%°3%°

Através da utilizacdo da cristalografia e estrutura resolvida de alta resolucéo,
foi possivel determinar os principios gerais de inibicdo. Concluiu-se que os 710
aminoécidos estdo complexados com o inibidor benziloxicarbonil-Prolil-Prolinal (Z-
Pro-Prolinal ou ZPP, 141), que a POP tem uma forma cilindrica, altura de 60 A,
diametro de 50 A e consiste em dois dominios. O dominio peptidase é formado por N
e C terminal (residuos 1-72 e 428-710) contendo a triade catalitica e organizado da
maneira dobra a/B-hidrolase. O dominio sete-laminas B-hélice (residuos 73-427)
esta disposta radicalmente em torno do tunel central, onde o sitio ativo esta

localizado (Figura 8).%®
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> Dominio peptidase

Z-Pro-Prolina

Figura 8: Estrutura tridimensional da prolil oligopeptidase com o inibidor Z-Pro-
Prolinal (141), adaptado de Horsman et al. (2007).°®

Vérios inibidores naturais tém sido encontrados para a POP. Em 1991, estudo
in vivo e in vitro relataram que a bactéria Streptomyces viridochromogenes produz
um potente inibidor da POP, com ICso de 0,03 pg/mL, o postadin. Em 1996, Tsuda et
al. propuseram a sintese de analogos do postadin e dois destes compostos (145-
146) apresentaram ICs na razdo de ng/mL.%%"°

Em 2008, Tarrago et al. isolaram o flavondide baicalina (147) das raizes da
Scutellaria baicalensis, e este composto se mostrou um potente inibidor da POP. Em
2010, Marques et al. relataram o isolamento de alguns flavondides da planta
Scutellaria racemosa Pers, a hispidulina (4',5,7-tri-hidroxi-6-metoxiflavona) e o
oroxilosideo (oroxilina A 7-O-glucuronida), que apresentaram atividade inibit6ria
seletiva da POP."*"2

Recentemente, foram isolados inibidores extraidos do vinho, queijo, peixe,
folnas da Gingko biloba e partes aéreas de Tamarix hispida Wild, tais como o
terpeno pentaciclico acido 3a-(3”,4”-diidroxi-trans-cinamoiloxi)-D-friedolan-14-en-28-
oico (148), a rhamnocitrina (149) e a isorhmnetina (150), isolados da Tamarix hispida
Wild; e os acidos 6-(8Z-pentadecenil)salicilico (151) e o 6-(10Z-

heptadecenil)salicilico (152) isolados da Gingko biloba.??
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Em 2012, Filho et al. isolaram o fenilpropanoide verbascosideo (153) da
planta Buddleja brasiliensis Jacq. ex Spreng e relataram que este composto inibiu

significativamente a POP de maneira dose-dependente.”
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Figura 9: Inibidores 141 — 153 da prolil oligopeptidase (POP).
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3.3.1.2 Acetilcolinesterase (AChE) e Butirilcolinesterase (BChE)

Colinesterases sdo enzimas presentes em varios tecidos colinérgicos e nao
colinérgicos, no plasma e em outros fluidos corporais. Eles sdo divididos em duas
classes de acordo com o tipo de substrato, o comportamento em excesso do
substrato, 6rgdos de origem e a sensibilidade na presenca de determinados
inibidores: acetilcolinesterase ou "colinesterase verdadeira” (AChE, EC 3.1.1.7) e
butirilcolinesterase (BChE ou BuChE, EC 3.1 .1.8), também conhecida como
pseudocolinesterases, colinesterase = ndo  especifica ou  simplesmente
colinesterase.’*">"

Ambas as enzimas sao classificadas como serinas hidrolases, sendo que a
AChE é responsavel pela rapida catdlise da hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) restante no espaco sinaptico em colina e &acido acético e pela
ligeira diminuicdo da taxa de hidrdlise da propionilcolina. Em contraste, a BChE
mostra-se pouco eficiente na catalise da hidrélise destas acilcolinas, porém é
bastante eficiente na catalise da hidrélise de substratos com grupos acil maiores,
como a butirilcolina (liberando tiocolina e butirato), a benzoilcolina e a
succinilcolina.™ """

A AChE é conhecida por ser abundante no sistema nervoso central (SNC) e
sistema nervoso periférico (SNP), cérebro, musculo e membrana dos eritrocitos,
enquanto que a BChE é encontrado no SNC durante o desenvolvimento e apresenta
uma alta atividade no figado (onde é sintetizada), intestino, coracéo, rins e pulmdes.
Ambas as enzimas sdo encontradas no plasma em maior ou menor
quantidade.’*">"®

A BChE e a AChE possuem uma homologia de 65% em sua sequéncia de
aminoacidos, e seus sitios ativos sdo bastante semelhantes, o sitio ativo da AChE é
composto pela a triade catalitica de aminoacidos Ser 200, His 440 e Glu 327 e o sitio
ativo da BChE é composto por Ser 198, His 438 e Glu 325. Essa ampla homologia
sugere que 0s genes dessas enzimas possam ter surgido da evolugcdo de um
mesmo precursor. Ambas séo glicoproteinas e possuem um residuo de aminoacido
Serina no sitio ativo que é essencial para suas atividades cataliticas, pois realiza a

hidrélise do substrato (Figura 10)."* %7980
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Figura 10: (a) Estrutura tridimensional da acetilcolinesterase (AChE), (b) Estrutura
tridimensional da butirilcolinesterase (BChE), retirado do banco de dados de
proteinas PDB (Protein Data Bank).®*

O Substrato da AChE, a acetilcolina (ACh), € um dos neurotransmissores
mais estudados no SNC e no SNP, sendo sintetizado a partir de acetil coenzima A
(acetil CoA), formado durante a respiragcdo celular, e da colina, um importante
produto do metabolismo dos lipideos. E importante nas funcdes desempenhadas
pelo SNC e tem sido associada com as funcdes cognitivas, processamento de
informagdes sensoriais, organizagao cortical do movimento e controle do fluxo
sanguineo cerebral. A hidrélise deste neurotransmissor pela AChE na fenda
sinaptica é necessaria para interromper a transmissao de impulsos nervosos e evitar
a transmissado excessiva de ACh, que produziria uma sobre-estimulacdo do musculo
e, como consequéncia, debilidade e cansaco.’’ %82

Ja as funcbes fisiologicas da BChE durante muito tempo foram incertas,
porém, estudos recentes sugerem que ela tenha uma participa¢cdo nos mais diversos
processos fisioldgicos. A BChE esta presente em regides do cérebro onde a AChE
nao é encontrada, como por exemplo nas células endoteliais dos capilares, nas
células da glia e nos neurénios, o que sugere que a BChE atua como um substituto
da AChE, mantendo e regulando a transmissao colinérgica quando esta enzima esta
ausente ou com sua atividade comprometida. A BChE possui ainda uma importancia

toxicologica e farmacoldgica, como por exemplo na hidrolise do relaxante muscular
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usado em cirurgias, a succinilcolina, que quando nao é eliminado do organismo pode
causar apneia e levar a morte do paciente.’7¢8384

Existem evidéncias de que a disfuncdo cognitiva devido a perda ou
diminuicdo da atividade colinérgica nas areas principais do cérebro é um processo
biolégico normal associado ao envelhecimento, bem como algumas formas de
doencas neurodegenerativas progressivas, tal como a doenca de Alzheimer (DA).
Diversos estudos demonstram que o declinio da atividade colinérgica pode ser
melhorado por agentes que restaurem ou melhorem a transmissao colinérgica na
fenda sinaptica. Estratégias terapéuticas atuais para o tratamento sintoméatico da
doenca de Alzheimer e de outras doencas relacionadas se destinam a reforcar o
déficit colinérgico associado pela inibicdo da AChE, resultando no aumento do nivel
de acetilcolina no cérebro, e uma melhoria da funcdo cognitiva. Embora a BChE
ainda ndo tenha sido diretamente relacionada com estas desordens
neurodegenerativas, observou-se que o nivel desta enzima em pacientes com DA
encontra-se aumentado, o que sugere que ambas as enzimas podem ser
importantes para o tratamento de déficit cognitivo.®

A doenca de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa que afeta a
memoéria e outras fungdes cognitivas, como a comunicacao. Hoje, a DA afeta cerca
de 13 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo responsavel por cerca de 60%
do niimero total de casos de deméncia entre pessoas acima dos 65 anos.?®®’

Atualmente, existem alguns inibidores anticolinesterasicos para o tratamento
da DA: a donepezila (154) e a galantamina (155), inibidores altamente seletivos para
AChE, e a rivastigmina (156), a tacrina (157) e a fisostigmina/eserina (158) inibidores
duais da AChE e BChE. Destes, apenas a fisostigmina (158), alcaloide
primeiramente isolado da espécie Physostigma venenosum, ndo € mais utilizada
clinicamente devido ao seu curto tempo de meia vida, de aproximadamente 30
minutos.?%8°

O cloridrato de donepezila (154) (Aricept®) é uma droga com uma atividade
anticolinesterasica potente e seletiva, foi aprovada pelo FDA (Food and Drug
Administration) em 1996 e tornou-se o inibidor de AChE mais prescrito. O donepezila
€ uma piperidina inibidora reversivel e seletiva da AChE, demonstrou ser 1000
vezes mais seletivo para a AChE do que BChE.*

A galantamina (155) é um alcal6ide terciario e uma das mais novas drogas

anticolinesterasicas no mercado. Foi primeiramente isolada de espécies de
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Galanthus nivalis. Em 1996, foi lancada no mercado com o nome comercial de
Nivalin® para o tratamento de DA e, posteriormente, renomeada como Reminyl®.%

O tartarato de rivastigmina (156) (Exelon®) é um derivado de carbamatos,
inibidor pseudo-irreversivel da AChE. A droga foi aprovada pelo FDA para o
tratamento sintomatico dos niveis leve e moderado da DA em 2000.%°

A tacrina (157) (Cognex®) foi a primeira droga aprovada pela FDA para o
tratamento dos niveis leve a moderado da DA em 1993. Este farmaco é uma
aminoacridina ativa e um inibidor reversivel de AChE. Apresenta o mesmo tipo de

inibicdo contra BChE.*
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Figura 11: Inibidores 154 — 158 da AChE e BChE.

Estimativas apontam que em 2050, uma em cada 85 pessoas sofrera da
doenca de Alzheimer e uma vez que todos os farmacos hoje no mercado
apresentarem efeitos colaterais, tais como nauseas, vomitos, colicas abdominais,
sudoreses e hepatotoxicidade significativa, fica evidente a necessidade de novos
farmacos mais potentes, menos toxicos e mais seletivos para cura desta

enfermidade.®*
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3.3.2 Atividade Antimicrobiana

O consumo de mais de uma tonelada diaria de antibiéticos em alguns paises
tem resultado na resisténcia de populacdes de bactérias e fungos, causando assim
um sério problema de saude publica em todo o mundo. A resisténcia as drogas é um
dos casos mais bem documentados de evolugcdo biologica e € um fenémeno
ecologico que ocorre como resposta da bactéria e do fungo frente ao amplo uso de
antibiéticos e a presenca descontrolada destes no meio ambiente.%%%

As bactérias sdo consideradas micro-organismos de alta capacidade de
adaptacdo, uma vez que se multiplicam rapidamente e sofrem mutacdes, podendo
trocar de material genético entre linhagens da mesma espécie ou de espécies
diferentes, ocorrendo, muitas vezes, trocas de materiais entre organismos
patogénicos e ndo patogénicos.®*%*

A busca por novos farmacos antimicrobianos € de extrema importancia devido
ao fato de que doencas infecciosas sdo a segunda maior causa de mortalidade no
mundo, sendo responsavel por 98% da mortalidade infanti em paises em
desenvolvimento. Outro fator € o surgimento de micro-organismos patogénicos cada
vez mais resistentes e de infec¢cdes oportunistas fatais associadas a AIDS,
quimioterapia antineoplasica e transplantes.®>

Atualmente, existem varias técnicas para determinar a atividade
antimicrobiana e antifingica de compostos, os mais conhecidos sdo método de
difusdo e diluicdo. Os ensaios de difusdo incluem difusdo em agar ou difusdo em
placa, difusdo em disco e bioautografia, jA os ensaios de diluicdo incluem em agar,
microdiluicdo em caldo (utilizando microplacas) ou macrodilui¢cdo (utilizando tubo de
ensaio), sendo estes dois ultimos utilizados para a determinagdo da concentracéo
inibitéria minima (CIM) e concentracao letal minima (CLM).%®%

O método de CIM representa a menor concentragdo testada do composto que
inibe o crescimento de micro-organismos em um determinado periodo de tempo, ou
seja, € bacteriostatico ou fungiostatico. O método CLM é a menor concentracdo da
substancia que alcanca uma reducdo maior que 99,9% do numero de unidades
formadoras de col6nia (UFC), ou seja, € a menor concentragdo de uma substancia

capaz de matar os micro-organismos, é bactericida ou fungicida.*®*’
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As técnicas de microdiluicdo utilizadas hoje em dia através do uso de
microplacas de 96 pocos s&o relativamente baratas e possuem alta
reprodutibilidade, sendo 30 vezes mais sensiveis que outros métodos encontrados
na literatura. Estas técnicas também possibilitam a utilizacdo de uma pequena
quantidade de amostra permitindo assim, testar um grande niamero de compostos
em um Unico ensaio. Estes testes in vitro sdo basicamente utilizados para dar a
correlacdo da dose de um determinado bactericida ou fungicida capaz de trazer a

cura de doengas infecciosas in vivo.**"%

3.3.2.1 Micro-organismos Patogénicos

Um dos principais motivos para estudar os micro-organismos € compreender
as doencas que eles causam e a maneira como podemos controla-las. Infelizmente,
a relacdo entre muitos micro-organismos e as doencas causadas por eles néo é
simples. A maioria dos micro-organismos ndo causa uma Unica doenca bem
definida, em vez disso é mais comum um determinado micro-organismo produzir
muitos tipos de doenca, tal como o Staphylococcus aureus que causa endocardite,
pneumonia, infeccdes de feridas, intoxicacdo alimentar, entre outras. Muitos
organismos também podem produzir a mesma doenca como, por exemplo, a
meningite que é causada por virus, bactérias, fungos e parasitas.®’

Além disso, relativamente poucas bactérias podem ser classificadas sempre
como patogénicas, embora algumas pertencam a esta categoria, em vez disso, a
maioria dos micro-organismos € capaz de estabelecer doenca somente sob
circunstancias bem definidas, assim como os sintomas também podem variar de
suaves até a morte, dependendo das condicées.®’

Staphylococcus aureus pertence ao género Staphylococcus e é uma bactéria
Gram-positiva considerada oportunista, sendo uma das causas mais comuns de
infeccdes que acometem o homem, principalmente apés cirurgias.®’%°

Bacillus subtillis e Bacillus cereus sdo bactérias Gram-positivas pertencentes
ao género Bacillus que € encontrado basicamente no solo, agua, matéria organica
animal e vegetal nas condi¢cdes mais variadas de temperatura, umidade e pH. A

Bacillus subtillis causa intoxicagao alimentar, bacteremia, endocardite e infecgoes
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respiratorias e a Bacillus cereus é responsavel pelas mesmas patologias além de
necrose ou gangrena em partes moles, meningite, pneumonia, osteomielite e

endoftalmite.®”"1%

Enterococcus spp. é também uma bactéria Gram-positiva que pode ser
encontrada no intestino e trato genital feminino, sendo relacionada com doencas
como meningite, endocardite, infec¢do do trato urinario e intra-abdominais, infeccéo
pélvica e peritonite.**%’

O género Enterobacter compreende o maior e mais homogéneo género de
bactérias Gram-negativas de importancia médica. Estdo presentes no trato
gastrointestinal de humanos e animal, na 4gua, solo e vegetais. Alguns também sao
considerados enteropatébgenos por causarem preferencialmente infeccdes
gastrointestinais como a Salmonella typhi. Fazem parte deste género a Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Shingella sonnei e
Escherichia coli, sendo a ultima uma bactéria anaerobica facultativa comum na flora
intestinal, porém pode causar infeccdes principalmente no sistema urinario, aparelho
digestivo e meningites.®’1%*

Os bacilos Gram-negativos Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeroginosa
fazem parte de um grupo de bactérias muito grande e que sao classificadas como
nao fermentadores. Sao de grande importancia nos casos de infeccdes hospitalares,
pois apresentam resisténcia frente a varios antibioticos e sdo capazes de causar
graves infeccdes.”’

Os fungos sao, nas Ultimas décadas, os principais causadores de doencas
humanas, especialmente entre aqueles individuos que estdo imunocomprometidos
ou hospitalizados com graves doencas, como cancer e diabetes. Entre esses grupos
de pacientes, os fungos atuam como patdégenos oportunistas, causando
consideravel morbidade e mortalidade. Desta forma, ao contrario das bactérias, os
fungos sempre podem ser considerados como micro-organismos patogénicos.®’1%2

Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei e Candida parapslosis
pertencem ao género Candida que € o género mais comum de fungos que ataca o
corpo humano. A Candida albicans faz parte da microbiota normal do trato intestinal,
mas pode ser um patdégeno oportunista das regides mucocutaneas, trato intestinal e
genital, principalmente em mulheres.®102103
Cryptococcus neoformans e  Cryptococcus gatti sédo leveduras

basidiomicéticas causadoras da criptococose, que é uma infec¢ao fungica sistémica
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oportunista comum em pacientes imunocomprometidos e que acaba gerando lesdes
principalmente no SNC, em particular nas meninges.?’

Saccharomyces cerevisiae pertence ao género Saccharomyces e €
comumente utilizada na fermentacéo alcoolica. Este género pode colonizar mucosas
gastrointestinais, respiratorias e urinarias em pacientes com doencas subjacentes.
Contudo, infec¢Bes fungicas raras sdo incomuns embora tenham aumentado ao
longo do tempo. Sua associagcdo com outras leveduras (especialmente Candida)
estd também descrita na literatura, apresentando desta forma, altas taxas de

mortalidade.®”%*

3.3.3 Atividade Antitumoral

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), cancer é um conjunto
de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado (maligno)
de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se por metastase
para outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacao de tumores (acumulo de
células cancerosas) ou neoplasias malignas que podem se espalhar para todo o
organismo do paciente.'®

Atualmente, o céancer € um problema de salde publica tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento, uma vez que esta patologia é responsavel
por 12% das mortes anuais em todo o mundo. As maiores taxas de incidéncia de
cancer ainda encontram-se nos paises desenvolvidos, onde uma a cada cinco
pessoas morrem de cancer. Pesquisas apontam que 0 nimero de novos casos de
cancer chegara em 27 milhdes no ano de 2030.1%%1%

No Brasil, o cancer é a segunda maior causa de mortalidade, sendo que em
2011 foi responsavel por 15,1% da taxa de mortalidade no pais. Em relac&o ao tipo
de céncer, o mais comum no Brasil € o cancer de pele do tipo ndo-melanoma,
seguido de prostata, pulmao, colon e reto e de estbmago para homens e canceres
de colo do Gtero, mama, coldn e reto e da glandula tiredide para as mulheres.*%>1%
A neoplasia, nome cientifico do cancer ou tumor maligno que significa “novo

crescimento”, diferencia-se das células normais devido ao fato de que o crescimento
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ou proliferacao persiste mesmo em condi¢des desfavoraveis ao crescimento. Porém,
para que as células se tornem malignas ndo basta elas crescerem em excesso, elas
devem invadir outros tecidos e formar novos tumores. Por isso, considera-se que
uma célula tumoral deve ter certas caracteristicas, tais como perda do controle de
proliferacdo e da divisdo celular; imortalizacéo celular, devido a ativacdo da enzima
telomerase; presenca de alteragbes nos cromossomos; perda de fungdo e da
capacidade de diferenciacdo ou especializacdo; capacidade para invadir o tecido
vizinho e formar metastase e capacidade de induzir a formacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese).%>1%

A carcinogénese, processo de formacdo do cancer, € um processo lento,
podendo levar de um ano até 30 anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé
origem a um tumor maligno visivel. O processo de carcinogénese passa por trés
estagios: estdgio de iniciacdo, onde as células encontram-se alteradas
geneticamente (mutacdo genética) devido aos agentes cancerigenos; estagio de
promocao, onde as células tornam-se malignas devido aos agentes oncopromotores;
e estagio de progressdo, onde as ceélulas multiplicam-se descontroladamente e

invadem outras células (Figura 12).9>1%

Estagio de iniciagado Estagio de promocgéao Estagio de progresséo

Figura 12: Estagios do desenvolvimento de uma carcinogénese, adaptado de
INCA.'%

Embora ndo se saiba ao certo as causas destas mutacbes que geram a
carcinogénese, fatores externos e internos ao organismo sao capazes de influenciar
no processo de formagdo. As causas externas estdo relacionadas com o meio-
ambiente e os habitos e costumes préprios, tais como habitos alimentares,
tabagismo, alcoolismo e radiagdo solar. As causas internas estdo principalmente

ligadas & capacidade do organismo de se defender destas agressées externas.*®
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Os tratamentos hoje em dia receitados para pacientes com cancer baseiam-
se em cirurgias, radioterapias e quimioterapias, porém nenhum destes traz 100% de
cura para o paciente e os efeitos colaterais sdo bastante nocivos ao organismo.
Portanto, torna-se urgente a necessidade de encontrar, desenvolver e introduzir
novos farmacos e novas modalidades terapéuticas que possam oferecer ao paciente
um tratamento mais seguro e eficiente contra essa patologia de graves implicacoes

mundiais.*°

3.3.3.1 Cancer colorretal

O cancer colorretal abrange tumores que acometem um segmento do
intestino grosso (colon) e reto, sendo dividido em aproximadamente 70% no colon e
30% no reto. Em uma escala global, o cancer colorretal ocupa a terceira posi¢ao
entre todas as neoplasias malignas mais comumente encontradas, com
aproximadamente 500.000 mortes em todo o mundo a cada ano, sendo que as
maiores incidéncias encontram-se na América do Norte, Europa, Australia e Nova
Zelandia, e as menores incidéncias encontram-se em paises menos desenvolvidos
na Africa e América do Sul.>*10%111.112

O cancer colorretal € o Unico cancer que ocorre com igual freqiéncia em
homens e mulheres. No Brasil, em 2010 foram registrados 13.344 casos de
mortalidade por este tipo de cancer, sendo 6.452 casos em homens e 6.892 em
mulheres. %3

Acredita-se que o cancer colorretal esteja relacionado a diversos fatores
ambientais, principalmente dietéticos, a predisposicdo genética e a obesidade.
Quando detectado precocemente, antes de se espalhar para outros oOrgaos, é
tratavel e na maioria dos casos, curavel. Grande parte desses tumores se inicia a
partir de polipos, lesdes benignas que podem crescer na parede interna do intestino
grosso. Uma maneira de prevenir o aparecimento dos tumores seria a detecgéo e a
remoc&o dos pélipos antes de eles se tornarem malignos. %%

Quando o tumor ja esta em estado mais avancado, as principais modalidades
terapéuticas adotadas sao cirurgias, radioterapias e quimioterapias antineoplasicas.

Esta terapia baseada em quimioterapia, inicialmente, foi constituida por um unico
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antineoplasico, o 5-fluorouracil (5-FU), porém, com o passar dos anos, modificou-se
pela adigcdo de outros compostos antitumorais, melhorando assim a resposta clinica
dos pacientes e a sobrevida. Nos ultimos anos, com o objetivo de melhorar o
tratamento do cancer colorretal, foram descobertos dois anticorpos monoclonais
(AM) derivados de biotecnologia, o Cetuximabe (Erbitux®) e o Bevacizumabe
(Avastin®). Estes compostos sdo imunoproteinas capazes de reconhecer e ligar-se
a antigenos tumorais especificos e desencadear respostas imunolégicas, poupando
células ndo afetadas e provocando efeitos menos toxicos ao organismo que a
quimioterapia tradicional anteriormente aplicada.**

Porém, os farmacos e os tratamentos hoje disponiveis para o tratamento do
cancer colorretal ainda ndo séo totalmente satisfatorios devido a pouca eficacia e
aos efeitos colaterais. Por isso, varios estudos tém sido feitos a respeito de farmacos
que inibam o crescimento das células tumorais pela indu¢do da apoptose (morte
celular programada) e esta vem se tornando cada vez mais uma importante

estratégia de defesa contra a progressao deste tipo de cancer.*™

3.3.3.2 Ensaio de citotoxicidade

Para o desenvolvimento de farmacos anticancer, o potencial de citotoxicidade
dos compostos de interesse é avaliado frente a diferentes linhagens de células
tumorais, sendo seus efeitos avaliados por parametros que incluem desde a morte
celular até a alteracdo de seu metabolismo. O teste de citotoxicidade in vitro em
linhagens de células tumorais tem se tornado cada vez mais importante para a
avaliacdo de farmacos anticancer, sendo também muito utilizados como um método
alternativo aos testes farmacoldgicos in vivo em que se utilizam 6rgaos isolados ou
animais vivos, como camundongos.*®*’

Dentro deste contexto de analise citotdoxica in vitro, existem os métodos
colorimétricos que quantificam indiretamente a proliferacdo celular de células em
cultura através do aparecimento ou mudanca de coloracdo e sdo considerados
rapidos e baratos para a avaliacdo de atividade antitumoral. Dos quimioterapicos
utilizados hoje nos tratamentos contra o cancer, a maioria foi selecionada por sua

capacidade de controlar a proliferacdo celular.**%*18119
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Um destes métodos colorimétricos mais comumente utilizado na avaliacdo da
proliferacéo e citotoxicidade (ICsp) € o teste chamado MTT, descrito por Mosmamm
em 1983.12014

O teste MTT € baseado na reduc¢éo do sal de tetrazolium (3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), hidrossolluvel e de coloracdo amarelada, por
enzimas mitocondriais em um composto de coloracdo roxo-azulado, o formazan,
insolivel em agua, e que fica armazenado no citoplasma celular. Desta forma, a
reacao apenas ira ocorrer com células vivas e que estejam com suas mitocondrias
ativas, sendo a formacao de formazan proporcional a estas células. 2?1122

A proliferacdo celular também pode ser quantificada através da medi¢do do
teor de DNA dupla-fita com o corante DNA PicoGreen, um reagente fluorescente e
estavel que quantifica indiretamente a quantidade de células tumorais. Outras
opcOes de testes utilizados para a avaliagdo da citotoxicidade e proliferacao
baseados em corantes s&o Cristal violeta, Alamar Blue, SRB (sulforrodamina B), azul
de tripan (baseia-se na perda de integridade da membrana celular das células ndo
viaveis causando a captacdo do corante) e CyQuant, sendo este ultimo conhecido
como corante cianina.**%?

A citometria de fluxo também pode ser utilizada como método para a
contagem de células e pode ser realizada juntamente com 0S ensaios anteriores
para a obtencdo de resultados mais precisos. Outro ensaio de quantificacdo €
utiizando a enzima intracelular lactato desidorgenase (LDH), que serve para

quantificar dados com relacdo & morte ou inibicdo do crescimento celular.}*®!%



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos Utilizados

4.1.1 Espectrébmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RNM *H e *3C foram obtidos em espectrémetro da marca
Bruker DPX-400 (operando a 400,13 MHz para 'H e 100,62 MHz para *3C) e Bruker
DPX-200 (operando a 200,13 MHz para H e 50,32MHz para **C), ambos no
Departamento de Quimica — UFSM. As amostras foram preparadas em tubos de 5
mm de didmetro usando como solvente cloroférmio deuterado (CDCI3) ou
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg), adquiridos pela Sigma-Aldrich,

Os deslocamentos quimicos (&) nos espectros de hidrogénio foram medidos
em ppm (parte por milhdo), em relacdo a um padrdo interno de TMS
(tetrametilsilano, & = 0 ppm), colocando-se entre parénteses a multiplicidade (s =
singleto, d = dubleto, t = tripleto, dd = duplo dubleto, m = multipleto), o nimero de
hidrogénios deduzidos da integral relativa e a constante de acoplamento (J)
expressa em Hertz (Hz). Nos espectros de carbono o préoprio solvente foi o padrdo
(CDCl3, 6 = 77,0 ppm; DMSO-dg, & = 39,5 ppm).

Os espectros de RMN 2D Homonuclear (COSY) e Heteronuclear (HSQC)
foram realizados conforme parametros de aquisicbes fornecidos pelo aparelho

Bruker e processados pelo software Top Spin 1,3 da Bruker.

4.1.2 Aparelho de Ponto de Fuséo

Para a determinacdo do ponto de fusdo das substéncias sintetizadas foi
utilizado o aparelho MQAPF-302 Digital da marca MicroQuimica (NPPN - UFSM).
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4.1.3 Aparelho de Rotagdo Optica Especifica, Polarimetro

Para realizar o estudo de rotacdo Optica das substancias foi utilizado um
polarimetro da marca Perkin Elmer, modelo 343 com lampada de sédio de 589 nm,
tubo de 100 mm e temperatura de 20 °C. As andlises foram realizadas no LAQIA-
UFSM.

4.1.4 Espectrofotbmetro

As leituras de fluorescéncia e absorbancia nas atividades com as enzimas
prolil oligopeptidase, acetilcolinesterase e butirilcolinesterase foram realizadas em
um espectrofotbmetro com leitor de microplacas da marca SpectraMax M2
(Molecular Devices Inc., USA) utilizando os comprimento de onda de excitacdo e
emissdo 360/40 e 485/20 nm para as leituras de fluorescéncia da POP,
respectivamente. Para as leituras de absorbancia da AChE o comprimento de onda
foi 405 nm. O programa utilizado para a analise dos resultados obtidos foi o
SoftMaxPro 5.4.1. Todos os ensaios foram feitos no NPPN — UFSM.

4.2 Reagentes e solventes utilizados

Os compostos estigmasterol, cloroformato de estigmasterila e acido ursdlico,
assim como o aminoacido L-Prolina e seus derivados, H-prolina-OMe, N-Boc-4-N-
Fmoc-amino-L-prolina e H-prolina-CN (Pirrolidina-2-carbonitrila), foram obtidos
comercialmente pela Sigma-Aldrich.

Os aminoacidos protegidos, Fmoc-L-alanina, Fmoc-L-glicina, Fmoc-L-
cisteina(tBu)-OH e Boc-L-glutamico(OBz)-OH também foram obtidos comercialmente
da Sigma-Aldrich.

Os reagentes de  sintese como trietlamina  (TEA), N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), N,N-diisopropiletiilamina (DIEA), Cloreto de Bis(2-
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oxo-3-oxazolidinil)fosfénico (BOP-CI), cloreto de 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc),
dicarbonato de di-terc-butila (Boc,0), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e cloreto de
oxalila, foram adquiridos pela Sigma-Aldrich, Merck ou Fluka, e ndo foram
purificados.

Os demais solventes e reagentes foram de qualidade p.a. ou de nivel técnico

com tratamento para remoc&o de possiveis contaminantes e umidade.*?*

4.3 Métodos Cromatograficos Utilizados

4.3.1 Cromatografia em coluna (CC)

A maioria das substancias sintetizadas foi purificada em cromatografia em
coluna. As dimensdfes das colunas utilizadas foram de acordo com a quantidade de
amostra, os solventes para eluicdo foram puros ou em gradiente de polaridade e a
silica gel utilizada como suporte sélido foi silica-gel F60 (Silicycle) 230-400 mesh.

4.3.2 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

A cromatografia em camada delgada preparativa foi realizada para a
purificacdo de compostos em pequena quantidade (< 100 mg). As placas
preparativas foram realizadas no laboratério pela deposicdo de uma camada de
silica gel SilicaFlash C60 (Silicycle) 5-40 um em placas de vidro de 20cm?.

4.3.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi utilizada para o acompanhamento

das reacdes e avaliacdo do grau de pureza dos compostos. A técnica foi realizada
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em cromatofolhas de aluminio como suporte e silica gel 60 F,s4 (MERCK e Sorbent
Technologies) como adsorvente.

A identificacdo dos compostos foi realizada através da irradiacéo de luz UV (A
= 254 e 365 nm) e utilizacdo de reveladores como: anisaldeido, ninidrina e orto-

toluidina.

4.4 Procedimentos de Sintese

4.4.1 Sintese dos aminoacidos protegidos

4.4.1.1 terc-Butiloxicarbonil-L-aminoacido (Boc-aa)

A protecdo do aminoacido com Boc (terc-butiloxicarbonil) foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Bodanszky.'” Em um baldo de 100 mL
contendo 0,01 mol do aminoécido dissolvidos em 20 mL de dioxano, 10 mL de agua
e 10 mL de NaOH 1N, sob agitacdo e temperatura de aproximadamente 0 °C,
adicionou-se 2,4 g (11 mmol) de dicarbonato de di-terc-butila. Posteriormente, a
reacao foi agitada a temperatura ambiente por 3 h.

A reacdo foi acompanhada por CCD com cloroférmio:metanol (9:1) como
eluentes.

Apos, a mistura reacional foi concentrada a vacuo até um volume de
aproximadamente 10 — 15 mL, resfriada em banho de gelo, adicionado 30 mL de
acetato de etila e acidificada com solucédo diluida de KHSO,4 até pH 2-3. Entéo, a
fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 15 mL) e a fase organica
resultante lavada com agua (2 x 30 mL) e seca com Na,SO, O solvente foi
evaporado em evaporador rotatério e o oleo formado foi cristalizado com acetato de
etila:hexano (1:1). O produto foi obtido na forma de um solido branco com
aproximadamente 70% de rendimento (PF = 128,6 — 130,1 °C).
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4.4.1.2 9-Fluorenilmetiloxicarbonil-L-aminoacido (Fmoc-aa)

A protecdo do aminoacido com Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonil) foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Bodanszky.'? Inicialmente, 8,69 mmol do
aminoécido e 50 mL de diclorometano foram adicionados a um baldo de 100 mL
acoplado com condensador de refluxo e manta de aquecimento. Sob agitacédo
vigorosa, adicionou-se 2,206 mL (17,38 mmol) de TMS-CIl. A mistura reacional foi
refluxada por aproximadamente 1 h e posteriormente, resfriada em banho de gelo.
Apés, adicionou-se 2,620 mL (15,06 mmol) de DIEA e 1,49 g (5,79 mmol) de Fmoc-
Cl. A agitacdo permaneceu com resfriamento por 20 minutos e, apos este periodo, a
reacao foi deixada em repouso a temperatura ambiente por 24 h.

A reacdo foi acompanhada por CCD com cloroférmio:metanol (9:1) como
eluentes.

Apos, o solvente foi eliminado e adicionou-se ao residuo 50 mL de éter etilico
e 75 mL de solucdo de NaHCO3; 2,5%. As fases foram separadas e a fase aquosa
extraida com éter etilico, acidificada e extraida com acetato de etila. A fase organica
foi seca com Na,SO, evaporada em evaporador rotatério e o 6leo formado foi
cristalizado com diclorometano:hexano (1:1). O produto foi obtido na forma de um

sélido branco com aproximadamente 60% de rendimento (PF = 84 — 86 °C).

4.4.2 Sintese do dipeptideo H-prolina-prolina-OMe

A obtencdao do dipeptideo foi realizada em 2 etapas:

12 Etapa: Em um baldo de 100 mL contendo uma solu¢do de 600 mg (2,784
mmol) de Boc-prolina-OH (obtido no item 4.4.1.1) em diclorometano seco, sob
agitacdo e temperatura ambiente, foi adicionado 462 mg (2,784 mmol) de H-prolina-
OMe. Posteriormente, a temperatura foi reduzida a aproximadamente 0 °C e foram
adicionados 484 pL (2,784 mmol; 0,742 g/mL) de DIEA e 846 mg (3,336 mmol) de
BOP-CI. Apds, a mistura reacional foi agitada por 72 h a temperatura ambiente.

A reacgdo foi acompanhada por CCD tendo como eluentes cloroférmio:metanol
(9:1).
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Apés, a reacao foi extraida com solugdo saturada de NaCl (3 x 30 mL). A fase
organica foi seca com Na,SO,, evaporada a pressdo reduzida e purificada em
coluna cromatografica tendo como eluente inicial diclorometano e eluente final
metanol (gradiente de polaridade). O produto foi obtido na forma de um 6&leo
amarelado com rendimento de 75,6%.

22 Etapa: Em um baldo de 100 mL, 200 mg (0,551 mmol) do éleo obtido
anteriormente foi submetido a reacdo de remoc¢ao do grupo terc-butiloxicarbonil com
uma solucdo de 17 mL de CH,CI»:TFA (1:1). A mistura reacional permaneceu sob
agitacdo a temperatura ambiente por 3,5 h e apods, o solvente foi evaporado.
Adicionou-se éter etilico ao residuo e ocorreu a formacdo de um 6leo amarelado que
foi purificado por CCDP utilizando dicloromentano:metanol (9:1) como eluentes. O

produto obtido foi um 6leo amarelado com rendimento de 95%.

4.4.3 Sintese dos derivados do estigmasterol (1)

4.4.3.1 Acetil estigmasterol (4)

A acetilacdo do estigmasterol (1) foi realizada segundo o método descrito por
Foley et al. (2010).'*® Em um baldo de 100 mL, contendo uma solu¢éo de 11,45 mL
(121,15 mmol) de anidrido acético e 9,75 mL (121,15 mmol) de piridina, adicionou-se
lentamente 1,0 g (2,42 mmol) de estigmasterol. A reacdo permaneceu em agitacao,
a temperatura ambiente, por cinco dias, sob atmosfera de nitrogénio, e foi
acompanhada por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes.

Apos o término da reacgédo, adicionou-se a mistura reacional 200 mL de uma
solugcéo de HCI 10% e 50 mL (4x) de acetato de etila. As fases foram separadas e a
fase organica lavada com 100 mL de solucdo saturada de bicarbonato de sédio e
100 mL de solucdo saturada de cloreto de sodio, seca com sulfato de magnésio,
filtrada e evaporada em evaporador rotatorio até secura para obtencédo de um sélido
branco cristalino. O rendimento da reacao foi de 84,5%.

Dados fisicos: Acetil estigmasterol (4): C31Hs00,; 454,73 g/mol; Sélido branco; PF:
138,1 — 139,2; [a]p = -54 (c 0,05; CHCI3); RMN *H (200,13 MHz, CDCls) §: 5,36-5,38
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(m, 1H, H-6); 5,16 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,01 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H,

H-23); 4,52-4,68 (m, 1H, H-3); 2,30-
o 2,34 (m, 2H, H-4a, H-4b); 2,08-2,10
(m, 2H, H-12b, H-20): 2,02 (s; 3H,
CH5CO); 1,83-1,95 (m, 3H, H-7b, H-
1b, H-2a); 1,41-1,67 (m, 10H, H-164a,
H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH»-11, H-
2 4 o Acetiestigmasterol (4) 7a, H-8, H-28); 1,07-1,25 (m, 6H, H-

16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,03 (s, 3H, CHs-21); 1,02 (s, 3H, CHgz-19);
0,93-1,00 (M, 2H, H-14, H-9); 0,86 (s, 3H, CH3-26); 0,83 (s, 3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H,
CH3-27); 0,69 (s, 3H, CHs-18). RMN C (50,32 MHz, CDCl3) &: 170,24 (C=0);
139,71 (C-5); 138,11 (C-22); 129,41 (C-23); 122,49 (C-6); 73,93 (C-3); 56,81 (C-14);
56,07 (C-17); 51,19 (C-9); 50,17 (C-24); 42,24 (C-4); 42,24 (C-13); 40,23 (C-20);
39,66 (C-12); 38,12 (C-1); 37,01 (C-10); 31,91 (C-8); 31,86 (C-7); 31,79 (C-25);
28,70 (C-2); 27,77 (C-16); 25,25 (C-28); 24,28 (C-15); 21,18 (C-21); 21,10
(CH3COO); 21,00 (C-11); 20, 85 (C-26); 19,19 (C-27); 18,91 (C-19); 12,03 (C-18);
11,98 (C-29).

4.4.3.2 Benzoil estigmasterol (5)

Em um baldo de 50 mL contendo uma solu¢do de 50 mg (0,121 mmol) de
estigmasterol (1) e 70 mg (0,57 mmol) de DMAP em 8 mL de piridina seca,
adicionou-se 4 mL (34,43 mmol; 1,21 g/mL) de cloreto de benzoila. A mistura
reacional permaneceu sob agitacdo, a temperatura de aproximadamente 0 °C, por
20 h. Decorrido o tempo reacional, a mistura foi evaporada até aproximadamente
metade do volume inicial e resfriada em banho de gelo. Apds, adicionou-se 100 mL
de etanol e 12 mL de agua destilada para que ocorresse a formagdo de um
precipitado que foi, entdo, filtrado e novamente solubilizado em metanol. Esta
mistura permaneceu sob agitacdo por aproximadamente 1 h a 40 °C. Decorrido este
tempo, adicionou-se mais 20 mL de agua destilada e filtrou-se o precipitado branco

que, por CCD, identificou-se como o produto com rendimento de 64%.
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Dados fisicos: Benzoil estigmasterol (5): CsgHs,02; 516,8 g/mol; Sélido branco; PF:

154,9 - 157,4 °C; [a]o= -30 (c
0,05; CHCls): RMN *H (400,13
MHz, CDCls) 5:8,04 (d, J =1,3
Hz, 2H, H-3, H-7’); 7,54 (t, J =
14,8 e 6,2 Hz, 1H, H-5'); 7,42
(t, J = 152 e 7,8 Hz, 2H, H-4’,
H-6'): 5,41-5,42 (m, 1H, H-6);
5,17 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H,

Benzoil estigmasterol (5)

H-22); 5,03 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,82-4,90 (m, 1H, H-3); 2,46-2,48 (m,
2H, H-4a, H-4b); 1,90-2,06 (m, 4H, H-12b, H-20, H-7b, H-1b); 1,69-1,76 (m, 2H, H-
2a, H-16a); 1,41-1,57 (m, 9H, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH,-11, H-7a, H-8, H-28);
1,08-1,26 (m, 6H, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,04 (s, 3H, CHz-21);
1,03 (s, 3H, CH3-19); 0,94-1,02 (m, 2H, H-14, H-9); 0,85 (s, 3H, CH3-26); 0,82 (s, 3H,
CH3-29); 0,80 (s, 3H, CH3-27); 0,72 (s, 3H, CH3-18). RMN 3C (100,62 MHz, CDCls)
§: 165,97 (C=0); 139,69 (C-5); 138,28 (C-22); 132,66 (C-5); 130,91 (C-2'); 129,53
(C-3' e C-7'): 129,34 (C-23); 128,23 (C-4’' e C-6); 122,75 (C-6); 74,59 (C-3); 56,83
(C-14); 56,00 (C-17); 51,25 (C-9); 50,13 (C-24); 42,25 (C-4); 40,45 (C-13); 39,67 (C-
20); 38,25 (C-12); 37,07 (C-1); 36,69 (C-10); 31,93 (C-8); 31,93 (C-7); 31,88 (C-25);
28,89 (C-2): 27,91 (C-16); 25,39 (C-28); 24,37 (C-15); 21,22 (C-21); 21,05 (C-11);
21,05 (C-26); 19,37 (C-27); 19,00 (C-19); 12,20 (C-18); 12,06 (C-29).

4.4.3.3 Boc-L-prolina-estigmasterol (6)

Em um baldo de 100 mL, a temperatura ambiente, foram adicionados 200 mg
(0,484 mmol) de estigmasterol (1), 156 mg (0,726 mmol) de Boc-L-Prolina-OH, 2 mg
(0,0163 mmol) de DMAP e 15 mL de diclorometano anidro. A temperatura reacional
foi reduzida a 0 °C e uma solucdo de 198 mg (0,956 mmol) de DCC em
diclorometano (2 mL) foi lentamente adicionada.

Apos, a mistura foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Durante este
periodo, a reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada tendo

como eluentes hexano:acetato de etila (5:1).
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Ocorreu a precipitacdo de um solido branco (DCU) que foi removido por
filtrag&do. O filtrado foi lavado com soluc¢des saturadas de Na,SO4 (30 mL), NaHCO3
(30 mL) e NaCl (30 mL). A fase organica foi seca com MgSO,4 e evaporada a
pressédo reduzida, ocorrendo a formacao de um precipitado branco impuro.

O produto foi purificado em coluna cromatografica tendo como eluente inicial
hexano e eluente final acetato de etila (gradiente de polaridade). O produto foi
obtido com rendimento de 65,1%.

Dados fisicos: Boc-L-prolina-estigmasterol (6): CyoHg3sNOy4; 609,92 g/mol; Sdlido
branco; PF: 137,2-138,5 °C;
[alo = -66 (c 0,05; CHClIy);
RMN *H (200,13 MHz,
CDCl3) 6: 5,35-5,37 (m, 1H,
H-6); 5,14 (dd, J = 15,2 e
8,5 Hz, 1H, H-22); 4,99 (dd,
Boc-L-prolina-estigmasterol (6) J =152 e 85 Hz, 1H, H-

23); 4,54-4,70 (m, 1H, H-3);
4,14-4,28 (m, 1H, H-2); 3,33-3,61 (m, 2H, CH,-5"); 2,28-2,31 (m, 2H, H-4a, H-4b);
2,16-2,21 (m, 2H, H-12b, H-20); 1,85-2,00 (m, 7H, CH,-3’, H-7b, H-1b, H-2a, CH,-4);
1,45-1,69 (m, 9H, H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH,-11, H-7a, H-8); 1,41 (s, 9H,
CH3-8’); 1,11-1,34 (m, 7H, H-28, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,02 (s,
3H, CHs-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,92-1,01 (m, 2H, H-14, H-9); 0,84 (s, 3H, CHs-
26); 0,81 (s, 3H, CH3-29); 0,79 (s, 3H, CHs-27); 0,68 (s, 3H, CHs-18). RMN *C
(50,32 MHz, CDCl3) 6: 171,53 (C=0, C-1’); 154,03 (C=0, C-6’); 139,46 (C-5); 138,25
(C-22); 129,35 (C-23); 122,80 (C-6); 79,76 (C-7’); 74,45 (C-3); 59,28 (C-2’); 56,79 (C-
14); 55,99 (C-17); 51,24 (C-9); 50,09 (C-24); 46,33 (C-5’); 42,23 (C-4); 40,43 (C-13);
39,65 (C-20); 38,11 (C-12); 36,98 (C-1); 36,63 (C-10); 31,89 (C-8); 31,87 (C-7);
30,97 (C-25); 28,86 (C-2); 28,44 (C-3’); 28,39 (C-8"); 27,85 (C-16); 25,38 (C-28);
24,35 (C-15); 24,27 (C-4’); 23,52 (C-21); 21,21 (C-11); 21,04 (C-26); 19,30 (C-27);
18,99 (C-19); 12,20 (C-18); 12,04 (C-29).
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4.4.3.4 Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7)

Em um baldo de 50 mL contendo uma solucéo sob agitacdo de 200 mg (0,484
mmol) de estigmasterol (1) e 5 mL de diclorometano anidro, a temperatura ambiente,
foi adicionado 198 mg (0,588 mmol) de Fmoc-L-prolina-OH. A temperatura da reacao
foi reduzida a 0 °C e 180 pL (1 mmol; 0,742 g/mL) de DIEA e 150 mg (0,588 mmol)
de BOP-CI foram adicionados.

A reacao foi agitada por 72 h a aproximadamente 0 °C e ap0s, lavada com
solugcdo saturada de NaCl (2 x 30 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e
evaporada a pressao reduzida. O sdlido obtido foi purificado em coluna
cromatografica tendo como eluente inicial hexano e eluente final acetato de etila
(gradiente de polaridade).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes.

O produto foi obtido com 44,2% de rendimento.

Dados fisicos: Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7): Cs9oHesNOy4; 732,04 g/mol; Solido
branco; PF: 76,0 —
83,5 °C; [a]p = -82 (c
0,05; CHCIl3); RMN
'H (200,13 MHz,
CDCl;) §&: 7,30-7,77
3 (m, 8H, Ph); 5,29-
Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7) 537 (m, 1H, H-6);

515 (dd, J = 15,2 e
8,5 Hz, 1H, H-22); 5,00 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,61-4,74 (m, 1H, H-3);
4,13-4,49 (m, 3H, H-7’, H-8', H-2'); 3,47-3,74 (m, 2H, CH»-5’); 2,23-2,33 (m, 3H, H-
4a, H-4b, H-12b); 1,69-2,01 (m, 7H, H-20, H-7b, H-1b, CH,-3’, H-2a, H-16a); 1,47-
1,58 (m, 9H, H-15a, CH,-4’, H-25, H-24, H-2b, CH,-11, H-7a); 1,08-1,30 (m, 8H, H-8,
H-28, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,03 (s, 3H, CHs-21); 0,99 (s, 3H,
CHs-19); 0,92-0,97 (m, 2H, H-14, H-9); 0,86 (s, 3H, CH3-26); 0,83 (s, 3H, CH3-29);
0,80 (s, 3H, CH3-27); 0,68 (s, 3H, CHs-18). RMN *3C (50,32 MHz, CDCls) &: 172,44
(C=0, C-1’); 154,98 (C=0, C-6’); 144,20 (C-9); 141,28 (C-10); 139,51 (C-5); 138,23
(C-22); 129,31 (C-23); 127,62 (C-12’); 126,97 (C-117); 125,09 (C-13’); 122,87 (C-6);




50

119,90 (C-14’); 74,78 (C-3); 67,63 (C-2)); 67,41 (C-7’); 59,09 (C-5'); 56,77 (C-14);
55,96 (C-17); 51,22 (C-9); 50,02 (C-8'); 47,25 (C-24); 46,47 (C-4); 42,20 (C-13);
40,42 (C-20); 39,61 (C-12); 37,95 (C-1); 36,90 (C-10); 36,57 (C-8); 31,86 (C-7);
31,16 (C-25); 29,95 (C-2); 28,85 (C-16); 27,69 (C-3'); 25,37 (C-28); 24,33 (C-15);
23,33 (C-4); 21,19 (C-21); 21,03 (C-11); 21,00 (C-26); 19,26 (C-27); 18,98 (C-19);
12,20 (C-18); 12,02 (C-29).

4.4.3.5 H-prolina-estigmasterol (8)

Em um baldo de 10 mL a temperatura ambiente, 20 mg (0,0319 mmol) do
produto 6 (obtido no item 4.4.3.3) foi submetido a reacdo de desprotecdo do
grupamento amino com uma solucéo de 542 pL de CH,CI,:TFA (1:1).

A reacdo permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 1,5 h e apds,
o solvente foi evaporado. Adicionou-se 5 mL de éter etilico (3x) ao residuo,
evaporou-se o0 solvente e adicionou-se metanol, ocorrendo a formacdo de um
precipitado amarelado. Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD
com CH,Cl,:MeOH (95:5) como eluentes. O rendimento reacional foi quantitativo.
Dados fisicos: H-prolina-estigmasterol (8): Cs4HssNO,; 509,81 g/mol; Sdlido
amarelado; PF: 116,7 — 118,5 °C; [a]o = -58 (c 0,05; CHCIls); RMN *H (200,13 MHz,
CDCl3) &:5,36-5,38 (m, 1H, H-6); 5,14
(dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,00
(dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23);
4,65-4,68 (m, 1H, H-3); 4,39-4,42 (m,
1H, H-2"); 3,44-3,46 (m, 2H, CH,-5);
2,29-2,43 (m, 3H, H-4a, H-4b, H-12b);
1,85-2,06 (m, 6H, H-20, CH,-3’, H-7b,
H-1b, H-2a); 1,35-1,65 (m, 12H, H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH,-4’, CH,-11, H-
7a, H-8, H-28); 1,11-1,28 (m, 6H, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,03 (s,
3H, CHs-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,92-1,01 (m, 2H, H-14, H-9); 0,85 (s, 3H, CHs-
26); 0,82 (s, 3H, CH3-29); 0,79 (s, 3H, CH3-27); 0,69 (s, 3H, CHs-18). RMN *C
(50,32 MHz, CDCls) é: 168,67 (C=0, C-1’); 138,85 (C-5); 138,20 (C-22); 129,42 (C-

H-prolina-estigmasterol (8)
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23); 123,31 (C-6); 77,20 (C-3); 59,16 (C-2'); 56,78 (C-14); 55,97 (C-17); 51,24 (C-9);
50,03 (C-24); 45,88 (C-5'); 42,23 (C-4); 40,48 (C-13); 39,62 (C-20); 37,68 (C-12);
36,88 (C-1); 36,56 (C-10); 31,90 (C-8); 31,87 (C-7); 31,84 (C-25); 28,96 (C-2); 28,87
(C-3"); 27,40 (C-16); 25,38 (C-28); 24,35 (C-15); 23,77 (C-4’); 21,31 (C-21); 21,06 (C-
11): 21,03 (C-26); 19,21 (C-27); 19,01 (C-19); 12,21 (C-18); 12,05 (C-29).

4.4.3.6 Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9)

O derivado Boc-prolina-prolina-estigmasterol foi obtido pelo acoplamento do
produto 8 (obtido no item 4.4.3.5) com o aminoacido protegido Boc-Prolina-OH
conforme procedimento descrito no item 4.4.3.3.

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 400 mg (0,830 mmol) de H-
prolina-estigmasterol (8), 268 mg (1,245 mmol) de Boc-L-Prolina-OH, 2 mg (0,0163
mmol) de DMAP, 342 mg (1,660 mmol) de DCC e 50 mL de diclorometano. A
mistura reacional foi agitada por 6 h a temperatura ambiente. Durante este periodo a
reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada tendo como
eluentes hexano:acetato de etila (5:1).

O precipitado de DCU foi removido por filtracdo e o residuo liquido foi lavado
com solucdes saturadas de Na,SO4 (70 mL), NaHCO3 (70 mL) e NaCl (70 mL). A
fase orgéanica foi seca com MgSO, e evaporada a pressao reduzida, ocorrendo a
formacao de um precipitado branco impuro.

O produto foi purificado em coluna cromatografica tendo como eluente inicial
hexano e eluente final acetato de etila (gradiente de polaridade). O produto foi

obtido com rendimento de 43,4%.

Dados fisicos: Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9): Ca4H7oN2Os; 707,04 g/mol;
Sélido branco; PF: 138 — 141 °C; [a]p = nd; RMN *H (400,13 MHz, CDCls) &: 5,34 (m,
1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,01 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-
23); 4,50-4,60 (m, 2H, H-3, H-7); 4,36-4,38 (m, 1H, H-2); 3,72-3,78 (m, 1H, H-5'a);
3,53-3,63 (m, 1H, H-5’b); 3,38-3,45 (m, 2H, CH,»-10’); 1,82-2,31 (m, 13H, H-4a, H-4b,
H-3’a, H-12b, H-20, H-3'b, H-4’a, H-8a, H-4’b, H-7b, H-8'b, H-1b, H-2a); 1,64-1,72
(m, 1H, H-16a); 1,45-1,60 (m, 10H, CH,-9’, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH,-11, H-7a,
H-8); 1,43 (s, 9H, CH3-8'); 1,06-1,38 (m, 7H, H-28, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b,
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H-1a); 1,02 (s, 3H, CH3-21); 1,00 (s, 3H, CH3-19); 0,94-0,99 (m, 2H, H-14, H-9); 0,84
(s, 3H, CHs-26); 0,83
(s, 3H, CH3-29); 0,80
(s, 3H, CH3-27); 0,68
(s, 3H, CH3-18). RMN
13C (100,62 MHz,
CDCly) & 171,72
Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9) ( C=0. C-1 ,); 170,98
(C=0, C-6); 154,55 (C=0, C-11’); 139,52 (C-5); 138,26 (C-22); 129,32 (C-23);
122,67 (C-6); 79,40 (C-12'); 74,55 (C-3); 58,94 (C-7’); 57,70 (C-2'); 56,77 (C-14);
55,97 (C-17); 51,22 (C-9); 50,05 (C-24); 46,85 (C-5'); 46,47 (C-10'); 42,21 (C-4);
40,42 (C-13); 39,62 (C-20); 37,94 (C-12); 36,63 (C-1); 36,60 (C-10); 31,87 (C-8);
31,87 (C-7); 31,86 (C-25); 29,05 (C-8'); 28,85 (C-2); 28,50 (C-13’); 28,36 (C-3);
27,65 (C-16); 25,36 (C-28); 24,87 (C-4’); 24,34 (C-15); 24,03 (C-9'); 21,19 (C-21);
21,02 (C-11); 21,02 (C-26); 19,28 (C-27); 18,97 (C-19); 12,19 (C-18); 12,02 (C-29).

4.4.3.7 H-prolina-prolina-estigmasterol (10)

O derivado 10 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.5. Em
um baldo de 10 mL, adicionou-se 190 mg (0,279 mmol) do produto 9 (obtido no item
4.4.3.6) e 4,6 mL de uma solucdo de CH,CI,:TFA (1:1). A reacao permaneceu sob
agitacdo por 24 h a temperatura ambiente. Apés, o solvente foi evaporado e
adicionou-se éter etilico ao residuo (3 x 15 mL), ocorrendo a formacdo de um
precipitado branco puro. Todo o processo reacional foi acompanho por CCD tendo
como eluente hexano:acetato de etila (3:2). O rendimento reacional foi de 74,3%.
Dados fisicos: H-prolina-prolina-estigmasterol (10): C39Hg2N2O3; 606,92 g/mol; Sdlido
branco; PF: 85,5 — 90 °C; [a]o = nd; RMN *H 400,13 MHz, CDCls) &: 5,35-5,37 (m,
1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,02 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-
23); 4,76-4,77 (m, 1H, NH); 4,58-4,65 (m, 1H, H-3); 4,52-4,55 (m, 1H, H-2); 3,65-
3,68 (m, 2H, H-7’, H-5'a); 3,44-3,54 (m, 2H, H-5'b, H-10’a); 2,50-2,55 (m, 1H, H-
10’b); 2,24-2,32 (m, 4H, H-4a, H-4b, H-3’, H-12b); 1,82-2,17 (m, 9H, H-20, H-3’, H-4’,
H-7b, H-8', H-4’, H-8', H-1b, H-2a); 1,40-1,69 (m, 12H, H-16a, CH»-9’, H-15a, H-25,
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H-24, H-2b, CH»-11, H-7a, H-8, H-28); 1,07-1,25 (m, 6H, H-16b, H-12a, H-28, H-17,
H-15b, H-1a); 1,02 (s, 3H, CHs-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,95-1,01 (m, 2H, H-14, H-
9): 0,85 (s, 3H, CH3-26); 0,83 (s,
%| 3H, CHs-29); 0,80 (s, 3H, CHas-
27); 0,69 (s, 3H, CH3-18). RMN
13C (100,62 MHz, CDCl3) &:
. i . i 170,51 (C=0, C-6); 167,24
Q)ko)‘\ ° 6 (C=0, C-I'):; 139,15 (C-5);
i H-prolina-prolina-estigmasterol (10) 138,22 (C-22); 129,39 (C-23);
123,09 (C-6); 75,41 (C-3); 59,59 (C-2’); 58,59 (C-7’); 56,79 (C-14); 56,00 (C-17);
51,24 (C-9); 50,06 (C-24); 46,99 (C-5'); 46,85 (C-10'); 42,23 (C-4); 40,43 (C-13);
39,62 (C-20); 38,11 (C-12); 37,94 (C-8); 36,89 (C-1); 36,61 (C-10); 31,86 (C-8);
31,86 (C-7); 31,56 (C-25); 28,97 (C-3); 28,86 (C-2); 27,66 (C-16); 25,37 (C-28);
24,80 (C-9); 24,66 (C-4); 24,34 (C-15); 21,21 (C-21); 21,04 (C-11); 21,04 (C-26);
19,27 (C-27); 18,98 (C-19); 12,20 (C-18); 12,04 (C-29).

4.4.3.8 Estigmasterol-prolina-OMe (11)

Em um baldo de 50 mL contendo uma solucdo de 28,8 mg (0,175 mmol) de
H-prolina-OMe em 10 mL de diclorometano e 88 pL (0,630 mmol; 0,726 g/mL) de
trietilamina, foram adicionados lentamente, a temperatura de 0 °C, 100 mg (0,210
mmol) de cloroformato de estigmasterila (3). Apds, a mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente por 24 h.

A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada tendo
como eluentes hexano:acetato de etila (5:1). Apos o final da reagéo, o solvente foi
evaporado em evaporador rotatorio e o residuo purificado em coluna cromatografica
com cloroférmio como eluente. O produto foi obtido com 57,1% de rendimento.
Dados fisicos: Estigmasterol-prolina-OMe (11): CssHs7NOg4; 567,84 g/mol; Solido
branco; PF: 123,7 — 125,7 °C; [a]p = -32 (c 0,05; CHCl3); RMN *H (200,13 MHz,
CDClg) 6:5,34-5,36 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,00 (dd, J =
15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,40-4,57 (m, 1H, H-3); 4,25-4,38 (m, 1H, H-5); 3,72 (s,
3H, CH3O-7’); 3,40-3,60 (m, 2H, CH»-2’); 2,19-2,34 (m, 4H, H-4a, H-4b, H-12b, H-
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20); 1,81-2,02 (m, 7H, CH,-4’, H-7b, CH»-3’, H-1b, H-2a); 1,42-1,68 (m, 10H, H-16a,
H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH»-11, H-7a, H-8, H-28); 1,09-1,28 (m, 6H, H-16b, H-12a,
H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,03 (s, 3H, CHs-21); 1,02 (s, 3H, CH3-19); 0,92-1,00 (m,
2H, H-14, H-9); 0,86 (s, 3H, CH3-26); 0,82 (s, 3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H, CH3-27); 0,69
(s, 3H, CHs-18). RMN *3C (50,32 MHz, CDCl3) &: 173,52 (C=0, C-6'); 154,05 (C=0,
C-1’); 139,76 (C-5); 138,30
(C-22); 129,28  (C-23);
122,57 (C-6); 74,68 (C-3);
58,87 (C-5'); 56,79 (C-14);
55,96 (C-17); 52,05 (C-7");
51,23 (C-9); 50,04 (C-2);
46,64 (C-24); 42,22 (C-4);
40,46 (C-13); 39,65 (C-20);
38,42 (C-12); 36,88 (C-1); 36,56 (C-10); 31,87 (C-8); 30,85 (C-7); 29,90 (C-25);
29,68 (C-2); 28,88 (C-16); 28,27 (C-4’); 25,39 (C-28); 24,35 (C-15); 23,61 (C-3);
21,21 (C-21); 21,05 (C-11); 21,03 (C-26); 19,33 (C-27); 18,98 (C-19); 12,22 (C-18);
12,04 (C-29).

Estigmasterol-prolina-OMe (11)

4.4.3.9 Estigmasterol-prolina-CN (12)

Em um baldo de 50 mL contendo uma solucdo de 31 mg (0,350 mmol) de H-
prolina-CN em 5 mL de cloroférmio e 176 uL (1,260 mmol; 0,726 g/mL) de
trietilamina, foram adicionados lentamente, a temperatura de 0 °C, 200 mg (0,210
mmol) de cloroformato de estigmasterila (3). A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente por 22 h e apds, foi aquecida a 45 °C por 2h.

A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada tendo
como eluente cloroformio. Apos o final da reacdo, o solvente foi evaporado a
presséao reduzida e o residuo purificado em coluna cromatografica com hexano como
eluente inicial e diclorometano:acetato de etila (9:1) como eluentes finais (gradiente

de polaridade). O produto foi obtido com 79,5% de rendimento.
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Dados fisicos: Estigmasterol-prolina-CN (12): CssHs4N2O,; 534,82 g/mol; Solido
branco; PF: 159,5 — 161,0 °C;
[a]o = -80 (c 0,05; CHCIl3); RMN
'H (400,13 MHz, CDCly) &:
5,37 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J =
15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,02
(dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-
23); 4,53-4,57 (m, 2H, H-3, H-
5’); 3,39-3,52 (m, 2H, CH,-2);
2,15-2,43 (m, 4H, H-4a, H-4b, H-12b, H-20); 1,84-2,03 (m, 7H, CH»-4’, H-7b, CH,-3’,
H-1b, H-2a); 1,41-1,68 (m, 10H, H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH,-11, H-7a, H-8,
H-28); 1,09-1,25 (m, 6H, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,02 (s, 3H, CHs-
21); 1,01 (s, 3H, CHs-19); 0,95-1,01 (m, 2H, H-14, H-9); 0,85 (s, 3H, CH3-26); 0,82
(s, 3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H, CH3-27); 0,69 (s, 3H, CH3-18). RMN *3C (100,62 MHz,
CDCls) 6: 153,29 (C=0, C-1); 139,57 (C-5); 138,27 (C-22); 129,32 (C-23); 122,69 (C-
6); 118,86 (C=N, C-6’); 75,93 (C-3); 56,80 (C-14); 55,98 (C-17); 51,23 (C-9); 50,06
(C-5'); 47,28 (C-2'); 46,02 (C-24); 42,23 (C-4); 40,43 (C-13); 39,65 (C-20); 38,37 (C-
12); 36,99 (C-1); 36,57 (C-10); 31,89 (C-8); 31,87 (C-7); 31,73 (C-25); 31,69 (C-2);
28,87 (C-16); 28,22 (C-4’); 25,37 (C-28); 24,35 (C-15); 23,78 (C-3’); 21,20 (C-21);
21,03 (C-11); 21,03 (C-26); 19,32 (C-27); 18,98 (C-19); 12,20 (C-18); 12,04 (C-29).

3 Estigmasterol-prolina-CN (12)

4.4.3.10 Estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13)

Em um baldo de 50 mL contendo uma soluc¢do de 22,9 mg (0,0875 mmol) do
dipeptideo H-prolina-prolina-OMe (obtido no item 4.4.2) em 5 mL de diclorometano e
438 uL (3,15 mmol; 0,726 g/mL) de trietilamina, foram adicionados lentamente, a
temperatura de 0 °C, 50 mg (0,205 mmol) de cloroformato de estigmasterila (3). A
mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por 72 h.

A reacdo foi acompanhada por CCD tendo como eluentes

diclorometano:metanol (95:5). Apds o final da reacédo, o solvente foi evaporado a
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pressao reduzida e o residuo purificado em CCDP com hexano:acetato (5:1). O
rendimento da reacao foi de 67,6%.

Dados fisicos: Estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13): Sdlido branco; P.F: 121,9 —
123,4 °C; [a]p = -80 (c 0,05; CHCl3); RMN *H (200,13 MHz, CDCls) &: 5,32-5,34 (m,
1H, H-6); 5,15 (dd,
J =15,2 e 8,5 Hz,
1H, H-22); 4,99
(dd, J=15,2e 85
Hz, 1H, H-23);
4,44-454 (m, 3H,
H-3, H-5, H-10');
3,78-3,83 (m, 1H,
H-7’a); 3,69 (s, 3H, CH30-12’); 3,45-3,58 (m, 3H, H-7’b, CH,-2"); 1,79-2,35 (m, 13H,
CH2-9', H-4a, H-4b, H-12b, H-20, CH,-8’, H-7b, H-1b, H-2a, CH,-4’); 1,40-1,67 (m,
12H, H-16a, CH,-3', H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH»-11, H-7a, H-8, H-28); 1,07-1,24
(m, 6H, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,02 (s, 3H, CHs-21); 0,99 (s, 3H,
CHs-19); 0,91-0,97 (m, 2H, H-14, H-9); 0,84 (s, 3H, CH3-26); 0,81 (s, 3H, CH3-29);
0,79 (s, 3H, CH3-27); 0,67 (s, 3H, CH3-18). RMN **C (50,32 MHz, CDCl3) &: 172,85
(C=0, C-11"); 171,21 (C=0, C-6’); 154,85 (C=0, C-1’); 140,08 (C-5); 138,31 (C-22);
129,29 (C-23); 122,24 (C-6); 74,84 (C-3); 58,71 (C-10’); 57,90 (C-5’); 56,80 (C-14);
55,98 (C-17); 52,06 (C-12’); 51,23 (C-9); 50,06 (C-7’); 50,01 (C-2’); 46,59 (C-24);
42,22 (C-4); 40,44 (C-13); 39,65 (C-20); 38,83 (C-12); 37,07 (C-1); 36,61 (C-10);
31,91 (C-8); 31,87 (C-7); 30,08 (C-25); 29,67 (C-2); 28,87 (C-16); 28,77 (C-4’); 28,21
(C-9"); 25,37 (C-28); 24,35 (C-15); 24,22 (C-8’); 23,58 (C-3’); 21,20 (C-21); 21,03 (C-
11); 21,03 (C-26); 19,34 (C-27); 18,98 (C-19); 12,20 (C-18); 12,03 (C-29).

Estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13)

4.4.3.11 N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14)

Para obtencdo do derivado 14 utilizou-se o procedimento reacional descrito
no item 4.4.3.3. Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 300 mg (0,726 mmol) de
estigmasterol (1), 492,7 mg (1,082 mmol) de N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina, 2 mg



57

(0,0163 mmol) de DMAP, 2995 mg (1,452 mmol) de DCC e 50 mL de
diclorometano. A mistura reacional foi agitada por 20 h a temperatura ambiente.
Durante este periodo, a reacdo foi acompanhada por CCD tendo como eluentes
cloroférmio:metanol (95:5).

O precipitado de DCU foi filtrado e o residuo extraido com agua/cloroférmio. A
fase organica foi seca, evaporada e purificada em coluna cromatogréfica tendo como
eluente inicial cloroférmio e eluente final acetato de etila (gradiente de polaridade). O
produto foi obtido com rendimento de 92,6%.

Dados _fisicos: N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14): Cs4H74N2Og;
847,18 g/mol; Sélido branco; PF: 99,0 — 102,5 °C; [a]o = -20 (c 0,05; CHCls); RMN *H
(400,13 MHz, CDCl3) 6: 7,74
(d,J=7,5Hz, 2H, H-14’); 7,57
(d,J=7,1Hz, 2H, H-17’); 7,39
(t, J = 14,5 e 7,4 Hz, 2H, H-
15’); 7,29-7,33 (m, 2H, H-16");
5,77-5,80 (m, 1H, H-4); 5,29-
5,30 (m, 1H, H-6); 5,16 (dd, J
= 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22);
N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14) 5,02 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz,
1H, H-23); 4,69-4,70 (m, 1H,
H-3); 4,19-4,34 (m, 3H, CH,-
10’, H-11’); 3,58-3,67 (m, 3H,
CH2-5', H-2"); 2,46-2,48 (m, 1H, H-3'a); 2,31-2,34 (m, 2H, H-4a, H-4b); 1,85-2,09 (m,
6H, H-12b, H-20, H-3'b, H-7b, H-1b, H-2a); 1,67-1,72 (m, 1H, H-16a); 1,47-1,56 (m,
8H, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH,-1, H-7a, H-8); 1,45 (s, 9H, CH3-8’); 1,39-1,40 (m,
1H, H-28); 1,07-1,26 (m, 6H, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,03 (s, 3H,
CH3-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,94-1,01 (m, 2H, H-14, H-9); 0,86 (s, 3H, CH3-26);
0,83 (s, 3H, CH3-29); 0,81 (s, 3H, CH3-27); 0,69 (s, 3H, CHs-18). RMN *3C (100,62
MHz, CDCl3) &: 173,40 (C=0, C-1’); 155,80 (C=0, C-6’); 154,69 (C=0, C-9’); 143,91
(C-12’); 143,89 (C-13’); 141,28 (C-5); 138,24 (C-22); 129,35 (C-23); 127,68 (C-15’);
127,08 (C-14’); 125,12 (C-16’); 122,92 (C-6); 119,94 (C-17’); 80,49 (C-7’); 75,36 (C-
3); 67,00 (C-10"); 58,11 (C-2’); 58,02 (C-5’); 56,79 (C-14); 55,99 (C-17); 51,23 (C-9);
50,07 (C-24); 47,24 (C-11’); 47,17 (C-4’); 42,22 (C-4); 40,42 (C-13); 40,34 (C-20);
39,63 (C-12); 36,93 (C-1); 36,60 (C-10); 31,85 (C-3’); 31,85 (C-8); 29,68 (C-7); 28,86
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(C-25); 28,35 (C-8'); 28,78 (C-2); 27,58 (C-16); 25,37 (C-28); 24,33 (C-15); 21,20 (C-
21): 21,04 (C-11); 21,03 (C-26); 19,27 (C-27): 18,98 (C-19): 12,21 (C-18); 12,03 (C-
29).

4.4.3.12 N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15)

Para obtencdo do derivado N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol
utilizou-se o procedimento descrito no item 4.4.3.5. Em um baldo de 10 mL,
adicionou-se 100 mg (0,118 mmol) do produto 14 (obtido no item 4.4.3.11) e 2 mL de
uma solucdo de CH.CI:TFA (1:1). A reacdo permaneceu sob agitacdo, a
temperatura ambiente, por 3 h e apds, o solvente foi evaporado. Adicionou-se éter
etilico ao residuo (3 x 10 mL), evaporou-se o solvente e adicionou-se metanol,
ocorrendo a formacédo de um precipitado branco. O sélido obtido foi purificado em
CCDP com acetato de etila como eluente.

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes. O produto foi obtido com 79,5% de
rendimento.

Dados fisicos: N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15): Cs9HesN2O4; 747,06

g/mol; Sélido branco; PF:
109,5 - 113,0 °C; [a]p= -33,3
(c 0,03; CHCl3); RMN *H
(400,13 MHz, CDClI3) 6:7,73
(d, J = 7,5 Hz, 2H, H-11");
7,60 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-
14’); 7,38 (t, J = 145 e 7,4
Hz, 2H, H-12’); 7,29-7,31 (m,
2H, H-13’); 5,18-5,20 (m, 1H,
H-6); 5,14 (dd, J=15,2e 8,5
Hz, 1H, H-22); 5,02 (dd, J =

N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15)

15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23);
4,79-4,80 (m, 1H, H-4); 4,60-4,68 (m, 1H, H-3): 4,52-4,53 (m, 1H, H-8'); 4,28-4,33
(m, 2H, CH»-7’); 4,15-4,19 (m, 1H, H-2'); 3,63-3,67 (m, 1H, H-5'); 3,48-3,50 (m, 1H,
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H-5); 2,42-2,43 (m, 1H, H-3'a); 2,26-2,33 (m, 3H, H-4a, H-4b, H-12b); 1,96-2,07 (m,
3H, H-20, H-3'b, H-7b); 1,82-1,85 (m, 2H, H-1b, H-2a); 1,40-1,67 (m, 10H, H-16a, H-
15a, H-25, H-24, H-2b, CH,-11, H-7a, H-8, H-28); 1,06-1,26 (m, 6H, H-16b, H-12a,
H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,02 (s, 3H, CHs-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,94-0,98 (m,
2H, H-14, H-9); 0,84 (s, 3H, CH3-26); 0,83 (s, 3H, CH3-29); 0,81 (s, 3H, CH3-27); 0,67
(s, 3H, CH3-18). RMN *3C (100,62 MHz, CDCls) &: 168,05 (C=0, C-1'); 155,99 (C=0,
C-6); 143,75 (C-9'); 141,26 (C-10’); 138,56 (C-5); 138,21 (C-22); 129,42 (C-23);
127,73 (C-11’); 127,09 (C-12’); 125,24 (C-13’); 123,46 (C-6); 119,92 (C-14’); 77,20
(C-3); 67,34 (C-T7'); 58,72 (C-2'); 56,74 (C-14); 55,97 (C-17); 51,25 (C-9); 51,14 (C-
5'); 49,97 (C-24); 49,92 (C-4’); 47,09 (C-8'); 42,20 (C-4); 40,45 (C-13); 39,60 (C-12);
37,56 (C-20); 36,81 (C-1); 35,34 (C-10); 31,88 (C-3); 31,79 (C-8); 31,75 (C-7); 29,69
(C-25); 28,85 (C-2); 27,36 (C-16); 25,39 (C-28); 24,30 (C-15); 21,27 (C-21); 21,05
(C-11); 21,01 (C-26); 19,18 (C-27); 19,00 (C-19); 12,21 (C-18); 12,02 (C-29).

4.4.3.13 N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16)

Para obtencdo do derivado 16, em um baldo de 10 mL a temperatura
ambiente, 100 mg (0,118 mmol) do produto 14 (obtido no item 4.4.3.11) foi
submetido a reacdo de desprotecdo do grupamento amino com 1,180 mL de DMF e
118 pL de dietilamina. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo, a temperatura
ambiente, por 3 h. Durante este periodo a reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada tendo como eluentes cloroférmio:metanol (85:15).

A dietilamina e o DMF foram evaporados a pressdo reduzida com a
temperatura ndo excedendo 30 °C. Apds, adicionou-se éter etilico (3 x 5 mL) ao
residuo seguido da evaporacgdo do solvente em evaporador rotatério. O sélido obtido
foi purificado em coluna cromatogréafica tendo CHCIl; como eluente inicial e AcOEt

como eluente final (gradiente de polaridade). O rendimento reacional foi de 91,8%.
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Dados fisicos: N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16): CsgHgsN2O4; 624,94

g/mol; Sélido branco;
PF: 123,5 - 127,5 °C;
[alo = -54 (c 0,05;
CHCly); RMN H
(200,13 MHz, CDCl3)
5: 5,36-5,38 (m, 1H,
H-6); 5,14 (dd, J =
15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-
22); 4,98 (dd, J = 15,2
e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,63-4,66 (m, 1H, H-3); 4,17-4,27 (m, 1H, H-2’); 3,27-3,73 (m,
3H, H-5'a, H-5'b, H-4’); 2,29-2,45 (m, 3H, H-3'a, H-4a, H-4b); 1,83-2,07 (m, 6H, H-
12b, H-20, H-3'b, H-7b, H-1b, H-2a); 1,44-1,62 (m, 10H, H-16a, H-15a, H-25, H-24,
H-2b, CH,-11, H-7a, H-8, H-28): 1,40 (s, 9H, CH3-8"); 1,09-1,23 (m, 6H, H-16b, H-
12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,02 (s, 3H, CHs-21); 1,00 (s, 3H, CH3-19); 0,92-0,99
(m, 2H, H-14, H-9); 0,84 (s, 3H, CH3-26); 0,81 (s, 3H, CH3-29); 0,78 (s, 3H, CH3-27);
0,67 (s, 3H, CHs-18). RMN *3C (50,32 MHz, CDCls) &: 172,86 (C=0, C-1’); 153,77
(C=0, C-6’); 139,36 (C-5); 138,23 (C-22); 129,39 (C-23); 122,92 (C-6); 80,07 (C-7’);
74,92 (C-3); 58,46 (C-2'); 56,82 (C-5'); 56,04 (C-14); 55,16 (C-17); 51,24 (C-9); 50,33
(C-4); 50,12 (C-24); 42,25 (C-4); 40,39 (C-13); 39,67 (C-12); 39,46 (C-20); 38,06 (C-
3’); 36,99 (C-1); 36,64 (C-10); 31,91 (C-8); 31,87 (C-7); 28,84 (C-25); 28,36 (C-8');
28,36 (C-2); 27,79 (C-16); 25,36 (C-28); 24,35 (C-15); 21,20 (C-21); 21,04 (C-11);
21,01 (C-26); 19,29 (C-27); 18,99 (C-19); 12,18 (C-18); 12,04 (C-29).

N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16)

4.4.3.14 N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17)

Para obtencdo do derivado 17, em um baldo de 10 mL & temperatura
ambiente, 100 mg (0,201 mmol) do produto 15 (obtido no item 4.4.3.12) foi
submetido a reacéo de remocéao do grupamento 9-fluorenilmetiloxicarbonil com 2 mL
de DMF e 200 pL de dietilamina. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 20 h a
temperatura ambiente. Durante este periodo a reacdo foi acompanhada por CCD

tendo como eluentes acetato de etila:metanol (95:5).
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A dietilamina e o DMF foram evaporados a pressdo reduzida com a
temperatura ndo excedendo 30 °C. Apos, adicionou-se éter etilico (3 x 15 mL) ao
residuo seguido da evaporacao do solvente em evaporador rotatorio. O sélido obtido
foi purificado em coluna cromatografica tendo com eluente inicial CHCI3; e eluente
final MeOH (gradiente de polaridade). O produto foi obtido com 98% de rendimento.
Dados fisicos: N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17): Cz4HssN2O2; 524,82 g/mol,
Sélido amarelado; PF: 128,6 - 130,9 °C; [a]o = nd; RMN *H (400,13 MHz, piridina
deuterada) 6: 5,34-5,35 (m, 1H, H-6); 5,24 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,09
(dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23);
4,76-4,84 (m, 1H, H-3); 4,37-4,39
(m, 1H, H-2"); 3,77-3,78 (m, 1H, H-
5’); 3,60-3,65 (m, 1H, H-5’); 2,86-
2,91 (m, 1H, H-4); 2,67-2,70 (m, 1H,
HN— " H-3'a); 2,38-2,42 (m, 2H, H-4a, H-
| 4b); 2,07-2,11 (m, 1H, H-12b); 1,74-
N, N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17) 1,08 (m’ 5H, H-20, H-3'b, H-7b, H-
1b, H-2a); 1,10-1,65 (m, 15H, H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH»-11, H-7a, H-8,
H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,09 (s, 3H, CH3s-21); 0,97-1,02 (m, 2H, H-
14 H-9); 0,93 (m, 3H, CH3-19); 0,92 (s, 3H, CH3-26); 0,89 (s, 3H, CH3-29); 0,87 (s,
3H, CH3-27); 0,70 (s, 3H, CH3-18). RMN *3C (100,62 MHz, piridina) &: 172,20 (C=0,
C-1"); 139,46 (C-5); 138,51 (C-22); 129,29 (C-23); 122,72 (C-6); 75,19 (C-3); 59,40
(C-14); 56,62 (C-2'); 55,85 (C-17); 51,41 (C-5’); 51,17 (C-9); 50,80 (C-4’); 49,95 (C-
24); 42,11 (C-4); 40,46 (C-13); 39,54 (C-12); 37,87 (C-20); 36,84 (C-1); 35,50 (C-10);
34,85 (C-3%); 31,90 (C-8); 31,83 (C-7); 31,74 (C-25); 29,01 (C-2); 27,55 (C-16); 25,42
(C-28); 24,27 (C-15); 21,21 (C-21); 21,00 (C-11); 20,98 (C-26); 19,03 (C-27); 18,93
(C-19); 12,23 (C-18); 11,89 (C-29).

4.4.3.15 Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18)

O derivado 18 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.4. Em
um baldo de 100 mL, adicionou-se 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1), 183
mg (0,588 mmol) de Fmoc-alanina-OH, 180 pyL (1 mmol; 0,742 g/mL) de DIEA, 150
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mg (0,588 mmol) de BOP-Cl e 50 mL de diclorometano. A reacdo permaneceu sob
agitacdo por 72 h a aproximadamente 0 °C e ap0s, foi lavada com soluc¢édo saturada
de NaCl (2 x 30 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e evaporada a pressao
reduzida. O sélido obtido foi purificado em CCDP tendo como eluentes
hexano:acetato (5:1).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com

hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 25,8% de
rendimento.
Dados fisicos: Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18): C47Hg3NOgz; 706,61 g/mol;Sdolido
branco; PF: 95,5 — 97,8 °C; [a]p = -36 (c 0,05; CHCls); RMN *H (200,13 MHz, CDCls)
6:7,74 (d, J=7,0 Hz, 2H, H-9"); 7,58 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-12"); 7,31-7,40 (m, 4H, H-
10’, H-11"); 5,43-5,44 (m, 1H, H-2"); 5,35-5,39 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5
Hz, 1H, H-22); 5,00 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,65-4,67 (m, 1H, H-3); 4,22-
4,40 (m, 3H, H-6’, CH,-5"); 2,29-2,33 (m, 2H, H-4a, H-4b); 1,85-2,08 (m, 5H, H-12b,
H-20, H-7b, H-1b, H-2a);
1,44-1,65 (m, 10H, H-16a,
H-15a, H-25, H-24, H-2b,
CH-11, H-7a, H-8, H-28);
1,42 (s, 3H, CH3-3"); 1,09-
1,25 (m, 6H, H-16b, H-
12a, H-28, H-17, H-15b,
H-1a); 1,03 (s, 3H, CHs-
21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,95-1,01 (m, 2H, H-14, H-9); 0,86 (s, 3H, CHs-26); 0,83
(s, 3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H, CH3-27); 0,69 (s, 3H, CHs-18). RMN **C (50,32 MHz,
CDClg) 6: 172,47 (C=0O, C-1’); 155,60 (C=0, C-4’); 143,85 (C-7’); 141,32 (C-8’);
139,33 (C-5); 138,26 (C-22); 129,36 (C-23); 127,69 (C-10); 127,05 (C-9’); 125,07 (C-
11’); 122,94 (C-6); 119,96 (C-12’); 75,26 (C-3); 66,97 (C-5’); 56,80 (C-14); 55,99 (C-
17); 51,24 (C-9); 50,07 (C-24); 49,78 (C-2’); 47,22 (C-6); 42,23 (C-4); 40,43 (C-13);
39,64 (C-20); 37,94 (C-12); 36,92 (C-1); 36,60 (C-10); 31,90 (C-8); 31,87 (C-7);
31,87 (C-25); 28,87 (C-2); 27,69 (C-16); 25,38 (C-28); 24,35 (C-15); 21,21 (C-21);
21,21 (C-11); 21,04 (C-26); 19,29 (C-27); 18,99 (C-3’); 18,86 (C-19); 12,21 (C-18);
12,04 (C-29).

Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18)
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4.4.3.16 H-L-alanina-estigmasterol (19)

O derivado H-L-alanina-estigmasterol foi obtido conforme procedimento
descrito no item 4.4.3.13. Em um baldo de 10 mL, adicionou-se 200 mg (0,276
mmol) do produto 18 (obtido no item 4.4.3.15), 2,768 mL de DMF e 276 pyL de
dietilamina. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 1,5 h a temperatura ambiente.
Durante este periodo a reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada tendo como eluentes hexano:acetato de etila (5:1).

A dietilamina e o solvente foram evaporados e apos, adicionou-se éter etilico

ao residuo seguido de evaporacédo a pressao reduzida. O sdlido obtido foi purificado
em CCDP com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O rendimento reacional
foi de 58,8%.
Dados fisicos: H-L-alanina-estigmasterol (19): Cs2Hs3NO,; 483,77 g/mol; Solido
branco; PF: 83,3 — 87 °C; [a]p= +40
(c 0,05; CHCl3); RMN *H (200,13
MHz, CDCl5) é: 5,36-5,38 (m, 1H, H-
6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H,
H-22); 4,99 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz,
1H, H-23); 4,60-4,64 (m, 1H, H-3);
3,50-3,54 (m, 1H, H-2); 2,28-2,32
(m, 2H, H-4a, H-4b); 1,83-1,98 (m,
5H, H-12b, H-20, H-7b, H-1b, H-2a); 1,40-1,63 (m, 10H, H-16a, H-15a, H-25, H-24,
H-2b, CH,-11, H-7a, H-8, H-28): 1,35 (s, 3H, CH3-3’); 1,12-1,24 (m, 6H, H-16b, H-
12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,01 (s, 3H, CH3-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,93-0,99
(m, 2H, H-14, H-9); 0,85 (s, 3H, CH3-26); 0,82 (s, 3H, CH3-29); 0,79 (s, 3H, CH3-27);
0,69 (s, 3H, CHs-18). RMN **C (50,32 MHz, CDCl3) &: 175,75 (C=0, C-1’); 139,54 (C-
5); 138,24 (C-22); 129,41 (C-23); 122,77 (C-6); 74,54 (C-3); 56,84 (C-14); 56,04 (C-
17); 51,26 (C-9); 50,17 (C-24); 50,14 (C-2’); 42,27 (C-4); 40,41 (C-13); 39,68 (C-20);
38,08 (C-12); 37,01 (C-1); 36,64 (C-10); 31,92 (C-8); 31,92 (C-7); 31,88 (C-25);
28,85 (C-2); 27,77 (C-16); 25,37 (C-28); 24,36 (C-15); 21,22 (C-21); 21,06 (C-11);
21,02 (C-26); 20,58 (C-3’); 19,30 (C-27); 19,00 (C-19); 12,19 (C-18); 12,06 (C-29).

H-L-alanina-estigmasterol (19)
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4.4.3.17 Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20)

O derivado 20 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.4. Em
um baldo de 100 mL, adicionou-se 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1), 174,8
mg (0,588 mmol) de Fmoc-L-glicina-OH, 180 uL (1 mmol; 0,742 g/mL) de DIEA, 150
mg (0,588 mmol) de BOP-Cl e 50 mL de diclorometano. A reacdo permaneceu sob
agitacao por 72 h a aproximadamente 0 °C e ap0s, foi lavada com solucdo saturada
de NaCl (2 x 30 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e evaporada a presséo
reduzida. O sdlido obtido foi purificado em coluna cromatografica com hexano como
eluente inicial e acetato de etila como eluente final (gradiente de polaridade).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 56,3% de

rendimento.

Dados fisicos: Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20): C4sHe1NOg4; 691,98 g/mol; Sdolido
branco; PF. 68,4 -
70,5; [a]p= -40 (c 0,05;
CHCl;);  RMN  'H
(200,13 MHz, CDCls) &:
7,76 (d, J = 7,0 Hz, 2H,
H-8); 7,60 (d, J = 7,6
Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20) Hz, 2H, H-11’); 7,26-
7,34 (m, 4H, H-9’, H-10’); 5,37-5,39 (m, 1H, H-6); 5,14 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-
22); 5,10 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,69-4,72 (m, 1H, H-3); 4,38 (d, J = 6,9
Hz, 2H, CH»-4’); 4,06-4,17 (m, 1H, H-5"); 3,96 (d, J = 5,3 Hz, 2H, CH,-2’); 2,32-2,36
(m, 2H, H-4a, H-4b); 1,70-2,07 (m, 6H, H-12b, H-20, H-7b, H-1b, H-2a, H-16a); 1,41-
1,60 (m, 9H, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH»-11, H-7a, H-8, H-28); 1,12-1,29 (m, 6H,
H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,03 (s, 3H, CH3-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19);
0,93-1,00 (m, 2H, H-14, H-9); 0,86 (s, 3H, CH3-26); 0,83 (s, 3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H,
CH3-27); 0,69 (s, 3H, CH3-18). RMN *C (50,32 MHz, CDCls) &: 169,33 (C=0, C-1’);
156,24 (C=0, C-3’); 143,90 (C-6’); 141,36 (C-7’); 139,36 (C-5); 138,23 (C-22); 129,44
(C-23); 127,71 (C-9’); 127,08 (C-8’); 125,08 (C-10"); 122,99 (C-6); 119,98 (C-11’);
75,49 (C-3); 67,26 (C-4’); 56,85 (C-14); 56,07 (C-17); 51,27 (C-9); 50,15 (C-24);
47,24 (C-5'); 43,08 (C-4); 42,28 (C-13); 40,39 (C-20); 39,69 (C-12); 38,07 (C-2');
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36,97 (C-1); 36,63 (C-10); 31,92 (C-8); 31,92 (C-7); 31,88 (C-25); 28,85 (C-2); 27,76
(C-16); 25,37 (C-28); 24,37 (C-15); 21,22 (C-21); 21,07 (C-11); 21,02 (C-26); 19,28
(C-27); 19,01 (C-19): 12,19 (C-18); 12,07 (C-29).

4.4.3.18 H-L-glicina-estigmasterol (21)

O derivado H-L-glicina-estigmasterol foi obtido conforme procedimento
descrito no item 4.4.3.13. Em um baldo de 10 mL, adicionou-se 100 mg (0,144
mmol) do produto 20 (obtido no item 4.4.3.17), 1,44 mL de DMF e 144 puL de
dietilamina. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 1,5 h a temperatura
ambiente.

A dietilamina e o solvente foram evaporados e ap6s, adicionou-se éter etilico
ao residuo seguido de evaporacdo em evaporador rotatorio. O solido obtido foi
purificado em CCDP tendo como eluentes acetato de etila:metanol (85:5).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes. O rendimento reacional foi de 66,1%.
Dados _fisicos: H-L-glicina-estigmasterol (21): Cs1Hs51NO,; 469,74 g/mol; Sdlido
branco; PF: 107,5 - 112 °C; [a]p =
-17,5 (c 0,04; CHCl3); RMN *H
(400,13 MHz, CDCls) é: 5,36-5,37
(m, 1H, H-6); 5,16 (dd, J = 15,2 e
8,5 Hz, 1H, H-22); 5,02 (dd, J =
15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,64-
4,66 (m, 1H, H-3); 3,47 (s, 1H, H-
2’b); 3,40 (s, 1H, H-2’a); 2,31-2,33
(m, 2H, H-4a, H-4b); 1,95-2,05 (m, 3H, H-12b, H-20, H-7b); 1,42-1,87 (m, 12H, H-1b,
H-2a, H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH»-11, H-7a, H-8, H-28); 1,11-1,28 (m, 6H,
H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,02 (s, 3H, CHs-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19);
0,95-1,01 (m, 2H, H-14, H-9); 0,85 (s, 3H, CH3-26); 0,83 (s, 3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H,
CH3-27); 0,69 (s, 3H, CHs-18). RMN *3C (100,62 MHz, CDCls) &: 173,39 (C=0, C-1’);
139,50 (C-5); 138,26 (C-22); 129,37 (C-23); 122,82 (C-6); 74,70 (C-3); 56,82 (C-14);
56,00 (C-17); 51,24 (C-9); 50,10 (C-24); 44,03 (C-4); 42,24 (C-13); 40,44 (C-20);

H-L-glicina-estigmasterol (21)
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39,66 (C-12): 38,14 (C-2'): 36,98 (C-1): 36,62 (C-10): 31,89 (C-8); 31,89 (C-7); 31,88
(C-25); 28,87 (C-2); 27,80 (C-16); 25,38 (C-28); 24,36 (C-15); 21,21 (C-21); 21,04
(C-11); 21,04 (C-26): 19,29 (C-27); 18,99 (C-19); 12,21 (C-18); 12,05 (C-29).

4.4.3.19 Fmoc-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (22)

O derivado 22 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.4. Em
um baldo de 100 mL, adicionou-se 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1), 234
mg (0,588 mmol) de Fmoc-L-cisteina(tBu)-OH, 180 uL (1 mmol; 0,742 g/mL) de
DIEA, 150 mg (0,588 mmol) de BOP-Cl e 50 mL de diclorometano. A reacao
permaneceu sob agitacdo por 24 h a aproximadamente 0 °C e apds, foi lavada com
solugcdo saturada de NaCl (2 x 30 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e
evaporada a pressao reduzida. O sélido obtido foi purificado em CCDP tendo como
eluentes hexano:acetato de etila (5:1).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 26,6% de
rendimento.

Dados fisicos: Fmoc-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (22): Cs1H71:NO,4S; 794,18 g/mol;
Solido branco; PF: 138,7 — 140,8
°C; [a]o= -34 (c 0,05; CHCl3); RMN
'H (200,13 MHz, CDCls) &: 7,74 (d,
J =7,3Hz, 2H, H-11’); 7,59 (d, J =
7.1 Hz, 2H, H-14’); 7,31-7,40 (m,
4H, H-12’, H-13’); 5,66 (d, J = 7,9
Hz, 1H, NH); 5,37-5,40 (m, 1H, H-
6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H,
‘ , H-22); 5,00 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz,
NS Trechesenauresionesed @21 1K, H-23); 4,67-4,72 (m, 1H, H-3);
4,60-4,64 (m, 1H, H-2'); 4,37 (d, J = 7,6 Hz, 2H, CH,-7’); 4,20-4,27 (m, 1H, H-8);
3,01-3,03 (m, 1H, H-3'a); 2,33-2,37 (m, 3H, H-3'b, H-4a, H-4b); 1,85-2,10 (m, 5H, H-
12b, H-20, H-7b, H-1b, H-2a); 1,41-1,64 (m, 10H, H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b,
CH,-11, H-7a, H-8, H-28); 1,31 (m, 9H, CHs-5’); 1,08-1,25 (m, 6H, H-16b, H-12a, H-
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28, H-17, H-15b, H-1a): 1,03 (s, 3H, CHs-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,92-1,01 (m, 2H,
H-14, H-9); 0,86 (s, 3H, CH3-26); 0,83 (s, 3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H, CH3-27); 0,69 (s,
3H, CH3-18). RMN 3C (100,62 MHz, CDCl3) &: 169,90 (C=0, C-1’); 152,89 (C=0, C-
6'); 143,83 (C-9'); 141,31 (C-10’); 141,25 (C-5); 138,26 (C-22); 129,36 (C-23); 127,69
(C-11); 127,07 (C-12); 125,11 (C-13); 122,99 (C-6); 119,95 (C-14’); 75,77 (C-3);
67,24 (C-7'); 57,01 (C-2’); 56,81 (C-14); 56,00 (C-17); 51,25 (C-9); 50,08 (C-24);
47,16 (C-8'); 42,46 (C-4’); 42,24 (C-4); 40,44 (C-13); 39,65 (C-20); 37,96 (C-12);
36,94 (C-1); 36,61 (C-10); 31,98 (C-8); 31,98 (C-7); 31,88 (C-25); 30,91 (C-5'); 28,91
(C-3"); 28,87 (C-2); 27,74 (C-16); 25,38 (C-28); 24,36 (C-15); 21,22 (C-21): 21,04 (C-
11): 21,04 (C-26); 19,31 (C-27); 18,99 (C-19); 12,21 (C-18); 12,05 (C-29).

4.4.3.20 H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23)

O derivado H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol foi obtido conforme procedimento
descrito no item 4.4.3.13. Em um baldo de 10 mL, adicionou-se 200 mg (0,251
mmol) do produto 22 (obtido no item 4.4.3.19), 2,51 mL de DMF e 251 uL de
dietilamina. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 1,5 h a temperatura ambiente.

A dietilamina e o solvente foram evaporados e ap6s, adicionou-se éter etilico
ao residuo seguido de evaporacédo a pressao reduzida. O sdlido obtido foi purificado
em CCDP com hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes.

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes. O rendimento reacional foi de 23,1%.
Dados fisicos: H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23): CssHeiNO,S; 571,94 g/mol;
Sélido amarelado; PF: 71,5 — 74,5 °C; [a]o = -36 (c 0,05; CHCIl3); RMN *H (200,13
MHz, CDCls) é: 5,36-5,38 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,00
(dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,64-4,68 (m, 1H, H-3); 3,60-3,66 (m, 1H, H-2');
2,94 (dd, J = 12,4 e 7,8 Hz, 1H, H-3'a); 2,78 (dd, J = 12,3 e 7,3 Hz, 1H, H-3'b); 2,32-
2,35 (m, 2H, H-4a, H-4b); 1,84-2,02 (m, 5H, H-12b, H-20, H-7b, H-1b, H-2a); 1,40-
1,64 (m, 10H, H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH,-11, H-7a, H-8, H-28); 1,32 (s,
9H, CHs-5’); 1,11-1,24 (m, 6H, H-16b, H-12a, H-28, H-17, H-15b, H-1a); 1,01 (s, 3H,
CH3-21); 1,01 (s, 3H, CH3-19); 0,93-0,99 (m, 2H, H-14, H-9); 0,85 (s, 3H, CH3-26);
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0,82 (s, 3H, CH3-29); 0,79 (s, 3H, CH3-27); 0,68 (s, 3H, CH3-18). RMN *C (50,32
MHz, CDCls) &: 173,23
(C=0, C-1'); 139,46 (C-5);
138,25 (C-22); 129,34 (C-
23); 122,83 (C-6); 74,99
(C-3); 56,80 (C-14); 55,98
(C-17); 54,57 (C-2’); 51,23
(C-9); 50,08 (C-24); 42,39
(C-4’); 42,23 (C-4); 40,42
(C-13); 39,64 (C-20); 38,05 (C-12); 36,96 (C-1); 36,60 (C-10); 33,43 (C-3’); 31,86 (C-
8): 31,86 (C-7); 31,86 (C-25); 30,99 (C-5); 28,86 (C-2); 27,74 (C-16); 25,37 (C-28);
24,34 (C-15); 21,20 (C-21); 21,03 (C-11); 21,03 (C-26); 19,30 (C-27); 18,98 (C-19);
12,20 (C-18); 12,04 (C-29).

NH, H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23)

4.4.3.21 Boc-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (24)

O derivado 24 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.3. Em
um baldo de 100 mL, adicionou-se 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1), 220
mg (0,652 mmol) de Boc-L-glutamico(OBz)-OH, 2 mg (0,0163 mmol) de DMAP,
199,7 mg (0,968 mmol) de DCC e 50 mL de diclorometano. A mistura reacional foi
agitada por 24 h a temperatura ambiente. Durante este periodo, a reacdo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada tendo como eluentes
hexano:acetato de etila (5:1).

O precipitado de DCU foi filtrado e o residuo liquido extraido conforme
procedimento descrito no item 4.4.3.3, seco e evaporado a pressao reduzida.

O produto foi purificado em CCDP com hexano:acetato de etila (5:1). O
produto foi obtido com rendimento de 38,1%.
Dados fisicos: Boc-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (24): C49HgoNOg; 732,04 g/mol,
Sélido branco; PF: 99,0 — 100,5 °C; [a]o= -30 (c 0,05; CHCl3); RMN *H (200,13 MHz,
CDCl3) 6: 7,35 (s, 5H-arométicos), 5,35-5,37 (m, 1H, H-6); 5,17 (dd, J = 15,2 e 8,5
Hz, 1H, H-22); 5,12 (s, 2H, CH,-6’); 5,09 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,94-4,98
(m, 1H, H-2’); 4,62-4,66 (m, 1H, H-3); 4,27-4,30 (m, 2H, CH,-3"); 2,41-2,50 (m, 2H,
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CH,-4’): 2,28-2,32 (m, 2H, H-4a, H-4b); 2,17-2,21 (m, 2H, H-12b, H-20); 1,83-2,01
(m, 3H, H-7b, H-1b, H-2a); 1,46-1,64 (M, 9H, H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b, CH.-
11, H-7a, H-8); 1,43 (s,
9H, CH3-13); 1,12-1,28
(m, 7H, H-28, H-16b,
H-12a, H-28, H-17, H-
15b, H-1a); 1,03 (s, 3H,
CHs-21); 1,00 (s, 3H,
CHs-19); 0,92-1,00 (m,
2H, H-14, H-9); 0,85 (s,
3H, CHs-26); 0,82 (s,
3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H, CH3-27); 0,69 (s, 3H, CHs-18). RMN *C (50,32 MHz,
CDCls) &: 172,53 (C=0, C-5'); 171,51 (C=0, C-1); 155,35 (C=0, C-11’); 139,30 (C-
5); 138,25 (C-22); 135,84 (C-7’); 129,35 (C-23); 128,55 (C-9'); 128,24 (C-10’); 128,20
(C-8); 122,93 (C-6); 79,90 (C-12’); 75,34 (C-3); 66,45 (C-6'); 56,80 (C-14); 55,99 (C-
17); 53,08 (C-2’); 51,24 (C-9); 50,07 (C-24); 42,23 (C-4); 40,43 (C-13); 39,64 (C-20);
37,97 (C-12); 36,92 (C-1); 36,59 (C-10); 31,87 (C-8); 31,87 (C-7); 30,33 (C-25);
29,68 (C-4’); 28,86 (C-2); 28,31 (C-13’); 27,98 (C-16); 27,69 (C-3'); 25,38 (C-28);
24,35 (C-15); 21,20 (C-21); 21,04 (C-11); 21,04 (C-26); 19,28 (C-27); 18,98 (C-19);
12,20 (C-18); 12,04 (C-29).

4.4.3.22 H-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (25)

O derivado H-L-glutamico(OBz)-estigmasterol foi obtido conforme
procedimento descrito no item 4.4.3.5. Em um baldo de 10 mL, adicionou-se 50 mg
(0,0716 mmol) do produto 24 (obtido no item 4.4.3.21) e 1200 pL de uma solugao de
CH.CI>:TFA (1:1). A reacdo permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por
1,5 h. Apos, o solvente foi evaporado, adicionou-se 5 mL de éter etilico (3x) ao
residuo e evaporou-se novamente o solvente, ocorrendo a formacdo de um
precipitado branco puro.

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes. O rendimento reacional foi quantitativo.
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Dados _ fisicos: H-L-glutdmico(OBz)-estigmasterol (25): Cs1HeiNOy4; 631,93
g/mol;Sélido branco; PF: 64 - 69,5 °C; [a]o= -32 (c 0,05; CHCl3); RMN *H (200,13
MHz, CDCI;) &: 7,33 (s, 5H-arométicos), 5,34-5,36 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e
8,5 Hz, 1H, H-22); 5,10 (s, 2H, CH,-6’); 4,96 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23); 4,62-
4,66 (m, 1H, H-3); 4,13-4,14 (m, 1H, H-2"); 2,60-2,62 (m, 2H, CH»-4’); 2,23-2,32 (m,
3H, H-4a, H-4b, H-12b); 1,81-2,17 (m, 6H, H-20, H-7b, CH,-3’, H-1b, H-2a); 1,46-
1,67 (m, 9H, H-16a, H-
15a, H-25, H-24, H-2b,
CH,-11, H-7a, H-8);
1,08-1,29 (m, 7H, H-
28, H-16b, H-12a, H-
28, H-17, H-15b, H-1a);
1,03 (s, 3H, CHs;-21);
1,00 (s, 3H, CH3-19); 0,93-0,98 (m, 2H, H-14, H-9); 0,86 (s, 3H, CH3-26); 0,83 (s, 3H,
CHs-29); 0,80 (s, 3H, CHs-27); 0,69 (s, 3H, CH3-18). RMN *3C (50,32 MHz, CDCls) &:
172,92 (C=0, C-5); 168,39 (C=0, C-1’); 138,84 (C-5); 138,23 (C-22); 135,27 (C-7");
129,44 (C-23); 128,61 (C-9’); 128,44 (C-10’); 128,30 (C-8’); 123,34 (C-6); 77,38 (C-
3); 67,19 (C-6’); 56,80 (C-14); 56,00 (C-17); 52,54 (C-2’); 51,25 (C-9); 50,04 (C-24);
42,23 (C-4); 40,46 (C-13); 39,64 (C-20); 37,69 (C-12); 36,81 (C-1); 36,52 (C-10);
31,87 (C-8); 31,83 (C-7); 31,73 (C-25); 29,88 (C-4’); 28,86 (C-2); 27,30 (C-16); 25,38
(C-28); 25,21 (C-3%); 24,34 (C-15); 21,29 (C-21); 21,04 (C-11); 21,04 (C-26); 19,19
(C-27); 19,01 (C-19); 12,20 (C-18); 12,05 (C-29).

4.4.4 Sintese dos derivados do acido ursdélico (2)

4.4.4.1 Acido acetil ursolico (26)

A Acetilacdo do acido ursdlico foi realizada segundo o método descrito por
Gnoatto et al. (2008).** Em um baldo de 50 mL contendo uma solugéo de 300 mg
(0,659 mmol) de acido ursdlico (2) em 2,5 mL de piridina seca, a temperatura

ambiente, foi adicionado lentamente 8,24 mL de anidrido acético. A mistura reacional
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permaneceu sob agitacdo por 24 h a temperatura ambiente. Durante este periodo, a
reacao foi acompanhada por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes.

Apos, adicionou-se a mistura reacional 50 mL de uma solucdo de HCI 10% e
extraiu-se com acetato de etila (4 x 25 mL). A fase organica foi lavada com 50 mL de
solucdo saturada de bicarbonato de sédio e 50 mL de solucdo saturada de cloreto
de sddio, seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada a pressao reduzida até
secura para a obtencdo de um solido branco. O produto foi purificado por CCDP
utilizando como eluentes hexano:acetato de etila (5:1) e o rendimento foi de 91,7%.
Dados fisicos: Acido acetil ursélico (26): CaaHs004; 498,74 g/mol; Solido branco; PF:
275,0 — 276,2 °C; [o]o = nd; RMN H
(200,13 MHz, CDCl3) 6:5,23 (t,J=6,8¢
3,3 Hz, 1H, H-12); 4,96 (t, J=154¢e 7,8
Hz, 1H, H-3); 2,15 (d, J = 11,1 Hz, 1H, H-
18); 2,04 (s, 3H, CH3-2’); 1,93 (dd, J =
13,7 e 3,5 Hz, 2H, H-11); 1,86-1,89 (m,
2H, H-16a, H-15b); 1,66 (s, 1H, H-9);
1,25-1,62 (m, 13H, H-22b, H-16b, H-1a,
H-21b, H-7b, H-6a, CH,-2, H-22a, H-6b, H-21a, H-7a, H-19); 1,12 (s, 3H, CH3-27);
1,04-1,06 (m, 3H, H-15a, H-20, H-1a); 0,95 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CH3-30); 0,86 (s, 3H,
CH3-23); 0,86 (s, 3H, CH3-25); 0,84 (d, J = 5,9 Hz, 3H, CH3-29); 0,76 (s, 3H, CHs-
26); 0,74 (s, 3H, CH3-24); 0,74 (s, 1H, H-5); RMN *3C (50,32 MHz, CDCls) &: 182,98
(C=0, C-28); 170,90 (C=0, C-1’); 138,05 (C-13); 125,82 (C-12); 81,01 (C-3); 55,43
(C-5); 52,69 (C-18); 48,04 (C-9); 47,59 (C-17); 42,03 (C-14); 39,64 (C-8); 39,11 (C-
20); 38,91 (C-19); 38,40 (C-4); 37,77 (C-1); 37,01 (C-10); 36,78 (C-22); 32,97 (C-21);
30,67 (C-7); 28,13 (C-23); 28,09 (C-15); 24,17 (C-2); 23,64 (C-16); 23,61 (C-27);
23,36 (C-11); 21,21 (C-30); 21,14 (C-2’); 18,25 (C-6); 17,18 (C-29); 17,01 (C-24);
16,72 (C-25); 15,56 (C-26).

30
20

24 23 Acido Acetil Ursolico (26)

4.4.4.2 Acetil ursolico-prolina-OMe (27)

O derivado acetil ursolico-prolina-OMe foi obtido em 2 etapas segundo o

método descrito por Gnoatto et al. (2008).%
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Etapa 1: Em um baldo de 50 mL contendo uma solugéao de 50 mg (0,1 mmol)
de acido acetil ursélico (obtido no item 4.4.4.1) em 10 mL de cloroférmio, foi
adicionado lentamente, a temperatura de 0 °C, 24,7 uL (0,3 mmol; 1,5 g/mL) de
cloreto de oxalila. Apos a adicdo, a reacao foi agitada a temperatura ambiente por
24h.

Etapa 2: Decorrido o tempo reacional, 83,5 puL (0,6 mmol; 0,726 g/mL) de
trietilamina e 49,6 mg (0,3 mmol) do aminoacido H-prolina-OMe foram adicionados.
A mistura reacional permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 24h e
apos, H,O (10 mL) e cloroférmio (10 mL x 3) foram adicionados. As fases foram
separadas e a fase organica seca e purificada em coluna cromatografica com
hexano:acetato de etila (9:1) como eluentes iniciais e hexano:acetato de etila (1:1)
como eluentes finais (gradiente de polaridade).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 72,8% de
rendimento.

Dados fisicos: Acetil ursolico-prolina-OMe (27): CsgHsgNOs; 609,88 g/mol; Sdlido
branco; PF: 279,0 — 281,5 °C; [a]o = nd; RMN *H (200,13 MHz, CDCls) &:5,16 (t, J =
6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,43-4,46 (m, 1H, H-3); 4,35-4,38 (m, 1H, H-4’); 3,75-3,84
(m, 1H, H-1'a); 3,60 (s, 3H, CHs-6’);
3,38-3,46 (m, 1H, H-1'b); 2,38 (d, J
= 11,1 Hz, 1H, H-18); 2,07-2,14 (m,
2H, H-3’'a, H-3’b); 1,97 (s, 3H, CHs-
2”); 1,92 (dd, J = 13,7 e 3,5 Hz, 2H,
CH,-11); 1,69-1,86 (m, 5H, H-16a,
H-15b, CH»-2’, H-9); 1,09-1,62 (m,
16H, H-22b, H-16b, H-1b, H-21b, H-
7b, H-6a, CH,-2, H-22a, H-6b, H-
21a, H-7a, H-19, H-20, H-15a, H-1a); 1,00 (s, 3H, CHs-27); 0,98 (d, J = 6,8 Hz, 3H,
CH3-30); 0,87 (s, 3H, CH3-23); 0,86 (s, 3H, CH3-25); 0,81 (d, J = 5,9 Hz, 3H, CHs-
29); 0,78 (s, 3H, CH3-26); 0,78 (s, 3H, CH3-24); 0,67 (s, 1H, H-5); RMN **C (50,32
MHz, CDCl3) &: 175,49 (C=0, C-28); 173,23 (C=0, C-5%); 170,91 (C=0, C-1"); 138,28
(C-13); 125,44 (C-12); 80,95 (C-3); 61,20 (C-4’); 55,39 (C-5); 53,97 (C-18); 51,85 (C-
6’); 48,35 (C-9); 47,65 (C-1’); 47,61 (C-17); 42,29 (C-14); 39,44 (C-8); 39,18 (C-20);
38,53 (C-19); 38,25 (C-4); 37,69 (C-1); 36,94 (C-10); 36,90 (C-22); 33,43 (C-3’);

Acetil ursdlico-prolina-OMe (27)
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33,10 (C-21); 30,45 (C-7); 28,06 (C-23); 28,00 (C-15); 27,42 (C-2'); 25,58 (C-2);
23,68 (C-16); 23,55 (C-27); 23,22 (C-11); 21,23 (C-30); 21,23 (C-2"); 18,19 (C-6);
17,23 (C-29); 16,84 (C-24); 16,69 (C-25); 15,47 (C-26).

4.4.4.3 Acetil ursdlico-prolina-CN (28)

O derivado 28 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.4.2.
Foram utilizados na primeira etapa reacional um baldo de 50 mL, 50 mg (0,1 mmol)
de acido acetil ursdlico (obtido no item 4.4.4.1), 10 mL de diclorometano e 24,7 uL
(0,3 mmol; 1,5 g/L) de cloreto de oxalila. A reacdo foi agitada a temperatura
ambiente por 24 h.

Na segunda etapa reacional foram utilizados 83,5 pL (0,6 mmol; 0,726 g/mL)
de trietilamina e 39,7 mg (0,3 mmol) do aminoacido H-prolina-CN. A mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente por 24h e apds, extraida com
agua/cloroformio. A fase orgéanica foi seca e purificada em coluna cromatografica
com hexano como eluente inicial e hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes finais
(gradiente de polaridade).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 27,8% de
rendimento.

Dados fisicos: Acetil ursolico-prolina-CN (28): Cs7Hs¢N2O3; 576,85 g/mol; Sdélido
branco; PF: 261,5 — 264,5 °C; [a]o = nd; RMN *H (400,13 MHz, CDCls) 6:5,20 (t, J =
6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,59-4,61
(m, 1H, H-4’); 4,41-4,45 (m, 1H, H-3);
3,66-3,71 (m, 1H, H-1'a); 3,44-3,47
(m, 1H, H-1’b); 2,41 (d, J = 11,1 Hz,
1H, H-18); 2,07-2,14 (m, 2H, H-3a,
H-3'b); 1,97 (s, 3H, CHs-2”); 1,92
(dd, J = 13,7 e 3,5 Hz, 2H, H-11);
Acetil ursslico-prolina-CN (28) 1,85-1,87 (m, 5H, H-16a, H-15b,

CH,-2’, H-9); 1,19-1,71 (m, 13H, H-
22b, H-16b, H-1b, H-21b, H-7b, H-6a, CH»-2, H-22a, H-6b, H-21a, H-7a, H-19); 1,02
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(s, 3H, CHs-27); 0,89-1,01 (m, 3H, H-15a, H-20, H-1a); 0,89 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CHa-
30); 0,88 (s, 3H, CH3-23); 0,87 (s, 3H, CH3-25); 0,81 (d, J = 5,9 Hz, 3H, CH3-29);
0,79 (s, 3H, CH3-26); 0,78 (s, 3H, CH3-24); 0,67 (s, 1H, H-5); RMN 3C (100,62 MHz,
CDCls) &: 175,81 (C=0, C-28); 170,91 (C=0, C-1"); 138,23 (C-13); 125,57 (C-12);
118,77 (C=N, C-5); 80,89 (C-3); 55,36 (C-5); 53,71 (C-18); 49,33 (C-4'); 48,82 (C-9);
47,54 (C-1'); 47,29 (C-17); 42,22 (C-14); 39,47 (C-8); 39,29 (C-20); 38,67 (C-19);
38,26 (C-4); 37,67 (C-1); 36,91 (C-10); 36,91 (C-22); 33,80 (C-3)); 32,97 (C-21);
30,35 (C-7); 28,05 (C-23); 28,00 (C-15); 27,95 (C-2'); 26,16 (C-2); 23,74 (C-16);
23,54 (C-27); 23,26 (C-11); 21,23 (C-30); 21,13 (C-2”); 18,15 (C-6); 17,21 (C-29);
16,94 (C-24); 16,67 (C-25); 15,46 (C-26).

4.4.4.4 Acetil ursélico-prolina-prolina-OMe (29)

O derivado 29 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.4.2.
Foram utilizados na primeira etapa reacional um baldo de 50 mL, 50 mg (0,1 mmol)
de &cido acetil ursélico (obtido no item 4.4.4.1), 10 mL de diclorometano e 24,7 uL
(0,3 mmol; 1,5 g/L) de cloreto de oxalila. A reacdo foi agitada a temperatura
ambiente por 24 h.

Na segunda etapa reacional foram utilizados 83,5 uL (0,6 mmol; 0,726 g/mL)
de trietilamina e 78,7 mg (0,3 mmol) do amino&cido H-prolina-prolina-OMe. A mistura
reacional foi agitada a temperatura ambiente por 24h e apds, extraida com
agua/cloroformio. A fase organica foi seca e purificada em coluna cromatografica
com hexano:acetato de etila (95:5) como eluentes iniciais e hexano:acetato de etila
(1:1) como eluentes finais (gradiente de polaridade).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com
hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 82,2% de
rendimento.

Dados fisicos: Acetil ursolico-prolina-prolina-OMe (29): C43HgsN20s; 706,99 g/mol;
Sélido amarelado; PF: 153,9 — 157 °C; [a]o = nd; RMN *H (200,13 MHz, CDCls) &:
5,14 (t, J = 6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,53-4,55 (m, 1H, H-3); 4,40-4,48 (m, 2H, H-9,
H-4’); 3,71-3,77 (m, 2H, H-1’a, H-6'a); 3,59 (s, 3H, CH3-11’); 3,47-3,48 (m, 2H, H-1'b,
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H-6'b); 2,38 (d, J = 11,1 Hz, 1H, H-18); 2,05-2,15 (m, 4H, CH,-8', CH»-3’); 1,95 (s,
3H, CH3-2"); 1,92 (dd, J = 13,7 e 3,5 Hz, 2H, H-11); 1,24-1,86 (m, 20H, H-16a, H-
15b, CH,-7’, CH,-2’, H-9, H-22b, H-16b, H-1b, H-21b, H-7b, H-6a, CH»-2, H-22a, H-
6b, H-21a, H-7a, H-19); 1,18 (s, 3H, CHs-27); 1,01 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CH3-30); 1,01
(m, 1H, H-20); 0,90 (m, 1H, H-1a); 0,90 (m, 1H, H-15a); 0,88 (s, 3H, CH3-23); 0,85 (s,
3H, CHs-25); 0,84 (d, J = 5,9 Hz,
3H, CH3-29); 0,79 (s, 3H, CH3-26);
0,78 (s, 3H, CHs-24); 0,69 (s, 1H,
H-5); RMN **C (50,32 MHz, CDCls)
§: 175,12 (C=0, C-28); 173,03
(C=0, C-10’); 170,88 (C=0, C-1");
170,85 (C=0, C-5); 138,57 (C-13);
125,07 (C-12); 80,91 (C-3); 60,27
(C-4’); 58,43 (C-9'); 55,34 (C-5); 53,92 (C-18); 51,95 (C-11’); 48,24 (C-9); 47,86 (C-
1°); 47,58 (C-17); 46,31 (C-6'); 42,28 (C-14); 39,44 (C-8); 39,18 (C-20); 38,49 (C-19);
38,22 (C-4); 37,66 (C-1); 36,91 (C-10); 36,91 (C-22); 33,43 (C-3’); 33,08 (C-21);
31,52 (C-8'); 30,41 (C-7); 28,68 (C-23); 28,03 (C-15); 26,56 (C-7’); 25,23 (C-2);
24,77 (C-2); 23,71 (C-16); 23,53 (C-27); 23,18 (C-11); 21,22 (C-30); 21,22 (C-2”);
18,18 (C-6); 17,24 (C-29); 16,69 (C-24); 16,68 (C-25); 15,47 (C-26).

30

O— 1

Acetil ursolico-prolina-prolina-OMe (29)

4.4.4.5 Acido ursélico-prolina-OH (30)

Em um baldo de 50 mL contendo 50 mg (0,0819 mmol) do composto 27
(obtido no item 4.4.4.2) solubilizado em 5 mL de uma mistura de metanol:THF (2:3),
sob agitacdo a temperatura ambiente, foi adicionado lentamente 1,2 mL de NaOH
4N. Apos 20 horas, o solvente foi concentrado em rota evaporador, uma solucédo de
HCI 3M foi adicionado até pH 2-3 e a mistura foi extraida com acetato de etila (20 mL
x 3). A fase orgéanica foi seca com MgSO, e evaporada. O residuo obtido foi
purificado em coluna cromatografica com CHCIl3; como eluente inicial e MeOH como
eluente final (gradiente de polaridade).

Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCDP com
CHCI3:MeOH (95:5) como eluentes. O produto foi obtido com 55,1% de rendimento.
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Dados_fisicos: Acido ursolico-prolina-OH (30): CazsHssNO4; 553,82 g/mol; Solido
branco; PF: 168,5 - 171,1 °C; [a]o = nd; RMN *H (400,13 MHz, CDCls) &§:5,17 (t, J =
6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,48-4,50 (m, 1H, H-4"); 3,60-3,69 (m, 1H, H-1'a); 3,43-3,50
(m, 1H, H-1’b); 3,12-3,16 (m, 1H, H-3); 2,41 (d, J = 11,1 Hz, 1H, H-18); 2,27-2,31 (m,
1H, H-3’a); 2,13-2,09 (m, 1H, H-3'b); 1,96 (dd, J = 13,7 e 3,5 Hz, 2H, CH,-11); 1,19-
1,86 (m, 19H, H-16a, H-15b, CH,-2’, H-9, H-22b, H-16b, H-1b, H-21b, H-7b, H-6a,
CH,-2, H-22a, H-6b, H-21a, H-7a, H-19, H-15a); 1,07 (s, 3H, CH3-27); 0,91-1,03 (m,
2H, H-20, H-1a); 0,91 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CHs-30); 0,89 (s, 3H, CH3-23); 0,85 (s, 3H,
CH3-25); 0,82 (d, J = 5,9 Hz, 3H, CH3-29); 0,81 (s, 3H, CH3-26); 0,71 (s, 3H, CHa-
24); 0,67 (s, 1H, H-5); RMN **C (100,62
MHz, CDCls) &: 178,92 (C=0, C-28);
173,98 (C=0, C-5); 139,01 (C-13);
125,81 (C-12); 79,00 (C-3); 62,36 (C-4’);
55,19 (C-5); 53,92 (C-18); 49,06 (C-1’);
48,21 (C-9); 47,49 (C-17); 42,27 (C-14);
39,32 (C-8); 39,09 (C-20); 38,69 (C-19);
38,53 (C-4); 38,46 (C-1); 36,96 (C-10);
34,63 (C-22); 33,62 (C-3); 33,04 (C-21); 30,25 (C-7); 28,08 (C-23); 28,02 (C-15);
27,11 (C-2); 25,89 (C-2); 23,78 (C-16); 23,20 (C-27); 22,65 (C-11); 21,18 (C-30);
18,21 (C-6); 17,19 (C-29); 16,80 (C-24); 15,60 (C-25); 15,42 (C-26).

24 23 Acido ursélico-prolina-OH (30)

4.4.4.6 Acido ursdlico-prolina-CN (31)

O composto 31 foi obtido conforme procedimento experimental descrito no
item 4.4.4.5. Em um baldo de 50 mL, a temperatura ambiente, contendo 50 mg
(0,0866 mmol) do produto 28 (obtido no item 4.4.4.3) solubilizado em 5 mL de uma
solugcdo de MeOH:THF (2:3), foi adicionado lentamente 1,5 mL de NaOH 4N. Apés
20 horas, o solvente foi concentrado em rota evaporador, uma solu¢ao de HCI 3M foi
adicionado até pH 2-3 e a mistura foi extraida com acetato de etila (20 mL x 3). A
fase organica foi seca com MgSO, e evaporada. O residuo obtido foi purificado em

coluna cromatografica com CHCI3 como eluente.
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Todo o procedimento reacional foi acompanhado com CCD tendo como
eluentes CHCI3:MeOH (95:5). O produto foi obtido com 54% de rendimento.
Dados fisicos: Acido ursolico-prolina-CN (31): CasHssN»O»; 534,82 g/mol; Solido
branco; PF. 149,8 - 154 °C; [a]p = nd;
RMN *H (400,13 MHz, CDCIs) &: 5,20 (t,
‘ J=6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,58-4,60 (m,
+ 27| 1H, H-4"); 3,69-3,73 (m, 1H, H-1'a); 3,44-
3,46 (m, 1H, H-1’b); 3,11-3,15 (m, 1H, H-
\\,} 3); 2,41 (d, J = 11,1 Hz, 1H, H-18); 2,07-
2,15 (m, 2H, H-3'a, H-3'b); 1,92 (dd, J =
! 2A3<:ido ursélico-prolina-CN (31) 13,7 e 3,5 Hz, 2H, CH»-11); 1,19-1,86 (m,
19H, H-16a, H-15b, CH,-2’, H-9, H-22b,
H-16b, H-1b, H-21b, H-7b, H-6a, CH»-2, H-22a, H-6b, H-21a, H-7a, H-15a); 1,04 (s,
3H, CH3-27); 1,02-1,03 (m, 2H, H-20, H-1a); 0,91 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CH3-30); 0,89
(s, 3H, CH3-23); 0,87 (s, 3H, CH3-25); 0,82 (d, J = 5,9 Hz, 3H, CH3-29); 0,80 (s, 3H,
CH3-26); 0,70 (s, 3H, CH3-24); 0,67 (s, 1H, H-5); RMN *3C (100,62 MHz, CDCls) &:
175,82 (C=0, C-28); 138,20 (C-13); 125,71 (C-12); 118,80 (C=N, C-5); 79,04 (C-3);
55,32 (C-5); 53,75 (C-18); 49,37 (C-4’); 48,85 (C-9); 47,63 (C-1"); 47,30 (C-17); 42,26
(C-14); 39,49 (C-8); 39,32 (C-20); 38,76 (C-19); 38,68 (C-4); 38,60 (C-1); 37,04 (C-
10); 37,04 (C-22); 33,83 (C-3’); 33,08 (C-21); 30,38 (C-7); 28,83 (C-23); 28,13 (C-
15); 27,26 (C-2’); 26,19 (C-2); 23,80 (C-16); 23,29 (C-27); 22,62 (C-11); 21,16 (C-
30); 18,29 (C-6); 17,21 (C-29); 16,97 (C-24); 15,58 (C-25); 15,43 (C-26).

30

4.4.4.7 Acido ursélico-prolina-prolina-OH (32)

Para obtenc¢éo do derivado 32, em um bal&do de 50 mL, uma solucdo contendo
50 mg (0,07 mmol) do produto 29 (obtido no item 4.4.4.4) em 5 mL de MeOH foi
resfriada em banho de gelo, enquanto 300 uL de NaOH 1N foi adicionado. A mistura
reacional permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 20 h. Apds, uma
solucéo de HCI 1N foi adicionado, ocorrendo a precipitacdo de um solido branco que
foi filtrado & vacuo. O sélido obtido foi recristalizado com hexano:acetato de etila
(2:1).
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Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD tendo como
eluentes hexano:acetato de etila (1:1). O rendimento reacional foi de 40,8%.

Dados fisicos: Acido ursolico-prolina-prolina-OH (32): CaoHs2N2Os; 650,93 g/mol;
Sélido branco; PF: 196,5 — 199,5 °C; [a]o = nd; RMN *H (400,13 MHz, CDCls) §: 5,15
(t, J=6,8e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,51 (t,J =
16,2 e 6,6 Hz, 2H, H-9’, H-4"); 3,79-3,82
(m, 1H, H-1’a); 3,69-3,70 (m, 1H, H-6’a);
3,44-3,49 (m, 2H, H-1'b, H-6’b); 3,14-3,16
»| (m, 1H, H-3); 2,37 (d, J = 11,1 Hz, 1H, H-
18); 1,96-2,24 (m, 4H, H-3’a, H-3’b, H-8'a,
Acido ursélico-prolina-prolina-OH (32) ~ OH H-8'b); 1,89 (dd, J = 13,7 e 3,5 Hz, 1H, H-

11); 1,20-1,83 (m, 22H, H-16a, H-15b,
CH,-7’, CH»-2’, H-9, H-22b, H-16b, H-1b, H-21b, H-7b, H-6a, CH»-2, H-22a, H-6b, H-
21a, H-7a, H-20, H-1a, H-15a); 1,01 (s, 3H, CH3-27); 0,91 (d, J = 6,8 Hz, 3H, CHs-
30); 0,87 (s, 3H, CH3-23); 0,85 (s, 3H, CHs-25); 0,80 (d, J = 5,9 Hz, 3H, CH3-29);
0,78 (s, 3H, CH3-26); 0,71 (s, 3H, CH3-24): 0,67 (s, 1H, H-5); RMN **C (50,32 MHz,
CDClg) 6: 175,60 (C=0, C-28); 174,12 (C=0, C-10’); 172,44 (C=0, C-5’); 138,44 (C-
13); 125,40 (C-12); 79,05 (C-3); 60,18 (C-4"); 59,79 (C-9"); 55,36 (C-5); 53,98 (C-18);
48,39 (C-9); 48,02 (C-1’); 47,71 (C-17); 47,25 (C-6’); 42,35 (C-14); 39,56 (C-8); 39,28
(C-20); 38,76 (C-19); 38,65 (C-4); 38,62 (C-1); 37,08 (C-10); 34,67 (C-22); 33,48 (C-
3"); 33,21 (C-21); 31,53 (C-8’); 30,47 (C-7); 28,15 (C-23); 28,04 (C-15); 27,27 (C-T’);
27,08 (C-2'); 25,54 (C-2); 24,96 (C-16); 23,82 (C-27); 23,27 (C-11); 21,19 (C-30);
18,35 (C-6); 17,20 (C-29); 16,78 (C-24); 15,59 (C-25); 15,46 (C-26).

30
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4.5 Atividades Biolégicas

4 5.1 Atividade Antimicrobiana in vitro

4.5.1.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método

de Microdiluicdo em caldo

A concentracao inibitéria minima € a menor concentracdo de um composto
testado capaz de inibir o crescimento de micro-organismos, sob condi¢cdes de cultura
adequadas e padronizadas. Este método trata-se de um ensaio quantitativo aplicado
a avaliacao do potencial das substancias puras sintetizadas.

Para as andlises foram utilizados cepas padrdo da American Type Culture
Colection (ATCC), composta de micro-organismos Gram-positivos, Gram-negativos
e fungos, conforme a Tabela 1.

As substancias utilizadas como padrbes foram Ampicilina, Azitromicina e
Levofloxacina para bactérias e Nistatina para fungos, preparadas conforme as
normas da FDA.?’

Os meios de cultura utilizados foram o Caldo de caseina de soja (5 g de
cloreto de sédio, 2,5 g de dextrose, 2,5 g de fosfato dibasico de potassio, 17 g de
peptona de caseina, 3 g de peptona de soja e 1 L de agua destilada) para bactérias
e o0 Caldo Sabouraud dextrosado (40 g de dextrose, 5 g de peptona de carne, 5 g de

peptona de caseina e 1 L de agua destilada) para os fungos.



Tabela 1: Micro-organismos indicadores.

Micro-organismos (ATCC)

Gram-positivos

Gram-Negativos

Fungos

Staphylococcus aureus
(25923)
Bacillus subtilis
(6633)
Bacillus cereus
(33019)
Enterococcus spp.
(6589)
Enterobacter aerogenes
(13048)

Escherichia coli
(25922)
Enterobacter cloacae
(1304)
Pseudomonas aeroginosa
(9027)
Burkholderia cepacia
(17759)

Shigella sonnei
(25931)
Salmonella tryphimurium
(14028)

Candida albicans
(10231)
Candida tropicalis
(18803)
Candida krusei
(6258)
Candida parapslosis
(22018)
Cryptococcus neoformans
(28952)
Cryptococcus Gatti
(2601)
Sacharomyces cerivisae
(2601)

4.5.1.2 Método para a determinacao da CIM
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A determinacéo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo,

conforme descrito pela National Committee for Clinical Laboratories Standards

(NCCLS)'®. Este teste foi realizado em placas de cultura estéreis de 96 pocos.

Nesta técnica, cada poco foi inoculado com 0s micro-organismos na concentragao

de 1x10° células viaveis e, posteriormente, as amostras a serem testadas foram

adicionadas no primeiro poco seguindo-se a diluicdo em série das mesmas, de 100

pg/mL até 3,12 pg/mL. As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C para as

bactérias e, por 48 horas a 25 °C para os fungos. Apos a incubacéo, determinou-se

0 crescimento microbiano através da leitura da microplaca em espectrofotbmetro

SpectraMax M2 e SoftMax Pro 5.4.1 (Molecular Devices Inc., USA) no comprimento

de onda de 420 nm.
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Todos os testes foram realizados em triplicata e comparados com os padroes.
Utilizou-se também um controle positivo e um negativo para cada substancia

testada, de forma a garantir a reprodutibilidade do ensaio.

4.5.1.3 Método da Concentracdo Letal Minima (CLM)

A concentracdo letal minima (CLM) € a menor concentracdo da substancia
capaz de alcancar uma reducdo maior que 99% do numero das unidades
formadoras de coldnia (UFC), segundo Hammer.*?°

Neste método, as culturas de micro-organismos que nhao apresentaram
crescimento ou foram inibidas no método CIM, foram inoculadas novamente
utilizando 10 pL de cada uma das solugdes presentes nos pogos do teste anterior e
100 pL de um novo meio de cultura liquido apropriado para cada classe de micro-
organismo.

Apébs a incubacado, cumprindo-se o tempo necessario para o crescimento de
cada micro-organismo (24 h, 35-37 °C para bactérias; 48 h, 25-27 °C para fungos)
determinou-se a CLM que foi dividida em concentragdo bactericida minima (CBM) e
concentracdo fungicida minima (CFM) para cada substancia pura testada, nos pocos

onde ndo houve crescimento microbiano.

4 5.2 Atividades enzimaticas

4.5.2.1 Enzimas e reagentes utilizados nas atividades enzimaticas

A enzima POP foi cedida pelo grupo do Prof. Ernest Giralt do Instituto de
Pesquisa Biomédica de Barcelona (IRB-Espanha). O substrato o ZGP-AMC (N-
benziloxicarbonil-Gli-Pro-metilcumarinil-7-amida) foi obtido comercialmente de

Bachem (Bubendorf, Switzerland).
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As enzimas AChE e BChE foram adquirida da Sigma Aldrich, assim como o0s
substratos de cada enzima, respectivamente o ACTI (lodeto de Acetiltiocolina) e o
BCTI (lodeto de Buitirilcolina); a albumina de soro bovino e o DTNB [5,5’-ditiobis(2-

acido nitrobenzaico)].

4.5.2.2 Ensaio de inibicdo da prolil oligopeptidase (POP)

A atividade inibitéria da POP foi determinada segundo o método descrito por
Toide et al. (1995).5*° As reacdes foram realizadas em placa de 96 micropocos, o
gue permite seguir um monitoramento simultdneo das multiplas reacdes. Para cada
reacdo (cada poco), 135 pL do tampdo fosfato Na/K (100 mM, pH 8.0) foi pré
incubado por 15 minutos a 37 °C com 2 pL da enzima POP (7 nM) e 3 uL da
solucdo do composto a ser testado. As amostras puras a serem testadas foram
preparadas anteriormente em DMSO com uma concentracdo de 10 mM, de maneira
gue a concentragao final no poc¢o seja de 200 UM em um volume final de 150 pL.

Depois da pré-incubacao, 10 pL do substrato ZGP-AMC (3 mM; 40 % de 1,4-
dioxano em H,O mili-Q) foi adicionado a cada poco e a reacgao foi incubada por 1
hora a 37 °C. Apéds, a formagcdo de N-aminometilcumarina (AMC) foi medida
fluorometricamente nos comprimentos de onda de excitacdo e a emissao 360/40 e
485/20 nm, respectivamente.

Foram realizados controles negativos de cada substancia a ser testada,
contendo 3 puL de amostra, 137 uL de tampéo fosfato Na/K e 10 yuL do substrato
ZGP-AMC. Estes controles sao realizados a fim de observar se as amostras por si
s6 ndo geram nenhuma fluorescéncia que possa interferir no resultado.

Também foram feitos controles positivos da enzima e seu respectivo controle
negativo, o primeiro contendo 3 pL de DMSO, 135 pL de tampéao fosfato Na/K, 2 uL
de enzima e 10 pL de substrato (sem nenhum inibidor/amostra); e o segundo
contendo apenas 3 pL de DMSO, 137 pL de tampao fosfato Na/K e 10 uL de
substrato.

O ensaio foi realizado em triplicata e o acido clorogénico foi utilizado como
referéncia na inibicdo da POP por ja ser um inibidor conhecido, nas mesmas

condi¢des experimentais.
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A porcentagem de inibicdo foi calculada pela fluorescéncia da amostra
utilizando-se a seguinte equacéao:

% inibicdo = 100 - [(I-N)/E] x 100 eq. 1

Sendo,
I: Fluorescéncia da inibicdo da amostra
N: Fluorescéncia do controle negativo da amostra

E: Fluorescéncia do controle positivo da enzima

4.5.2.3 Ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase

As avaliacOes das atividades inibitérias das enzimas AChE e BChE foram
realizadas através de um ensaio colorimétrico quantitativo, baseado no método
adaptado de Ellman (Mohamed e Rao, 2010).***

Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados e incubados a 25°C por 5
min, 160 pL de regente de Ellman’s - DTNB (1,5 mM) em tampéao B (50 mM Tris-HCI,
pH 7,9 contendo NaCl 0,1 M e 0,02 M MgCl,.6H,0), 50 uL da enzima AChE (0,22
U/mL) ou BChE (0,12 U/mL) em tampé&o A (50 mM Tris-HCI, pH 7,9 contendo 0,1%
de albumina de soro bovino) e 10 pL da amostra. As amostras puras a serem
testadas foram preparadas em uma solugcdo estoque com DMSO a uma
concentracdo de 5 mM, de tal forma que a concentracéo final no poco foi de 200 uM.

Apébs o tempo de incubacao, 30 pL de ACTI ou BCTI (15 mM) em H,O milli-Q
foi adicionado em cada poc¢o e a microplaca foi novamente incubada a 25 °C. As
leituras de absorbéancia em 405 nm foram realizadas a cada 60 segundos e o tempo
considerado para o célculo de inibicdo foi de 3 minutos apds adicdo do ACTI ou
BCTI.

Foram realizados controles negativos de cada substancia a ser testada. Estes
controles negativos foram feitos adicionando-se ao poco, conforme descrito

anteriormente, todos os reagentes, porém sem a adi¢cdo da enzima. Este controle é
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realizado a fim de observar se o composto por si s6 ndo gera nenhum tipo de
absorbéancia que possa interferir no resultado.

Também foram feitos controles positivo da enzima e seu respectivo controle
negativo, o primeiro contendo 160 pL de DTNB, 50 pL da enzima, 10 pL de DMSO e
30uL de ACTI/BCTI (sem nenhum inibidor/amostra); e o segundo contendo apenas
contendo 160 pL de DTNB, 50 pL de tampé&o A, 10 pL de DMSO e 30 pL de
ACTI/BCTI.

O ensaio foi realizado em triplicata e a eserina (fisostigmina) foi utilizada como
referéncia na inibicdo da AChE e BChE por j& ser um inibidor conhecido de ambas,
nas mesmas condi¢des experimentais.

A porcentagem de inibicdo foi calculada pela absorbéancia da amostra

conforme a equacéo 1, onde ao invés de fluorescéncia utiliza-se absorbancia.

4.5.3 Atividade Antitumoral in vitro

O ensaio da atividade antitumoral foi realizado no Laboratério de Biogenémica
- UFSM sob a responsabilidade da Profé. Dr2. lvana B. M. da Cruz.

4.5.3.1 Cultura de células

As células neoplasicas utilizadas foram de um carcinoma colorretal HT-29
(ATCC HTB-38) adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, RJ (RJCB 0111).
Estas células sdo oriundas de um adenocarcinoma colorretal de uma mulher
caucasiana, 44 anos, apresentando uma citomorfologia epitelial com propriedades
de aderéncia. E um cancer hipertripléide com 71 cromossomos, apresentando 0s
seguintes oncogenes: myc +; ras +; myb +; fos +; sis +; p53 +; abl -; ros -; src -. Em
termos citologicos as células HT-29 apresentam microvilosidades, microfilamentos,
sdo grandes, as mitocondrias apresentam vacuolos com granulos negros, goticulas

de gordura, e alguns lisossomos.**?
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Estas células foram cultivadas sob condi¢cdes ideais de cultura celular,

conforme foi estabelecido por Peres e Curi (2005)'*

, sendo utilizado o meio de
cultura Dulbecco’s Modifie Eagle’s Medium (DMEM), contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) e suplementado com 1% de antibitico penicilina/estreptomicina e
antifangico anfotericina B. As células sdo mantidas em incubadora de CO,, a 37°C e
saturacao de 5% de CO..

Durante a cultura de células, as mesmas passaram por um periodo de
expansao celular até a obtencdo da quantidade e tamanho ideal para a realizacéo

dos devidos experimentos.

4.5.3.2 Ensaio de atividade antitumoral pela medicdo da viabilidade celular e

do efeito antiproliferativo

Para avaliar o potencial antitumoral dos derivados sintetizados neste trabalho,
as ceélulas neoplasicas HT-29 com confluéncia elevada e j4 expandidas, foram
colocadas em placas estéreis de Elisa de 96 pocos em uma concentracéo de 1 x 10°
células viadveis e tratadas com as amostras a serem testadas em quatro
concentracdes diferentes, 3, 10, 30 e 100 puM.

Apos, as placas foram incubadas sob atmosfera de CO, a 37 °C por 24 horas
para determinar a viabilidade celular e 72 horas para determinar 0 seu efeito
antiproliferativo. Decorridos os periodos de incubacéo, foi realizada a técnica de

quantificacéo através do método colorimétrico MTT (Microtetrazolium).3*

4.4.3.3 Técnica de quantificacdo MTT

Entdo, apdés 24 e 72 h de incubacdo como descrito no item 4.4.3.2, as
amostras foram centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante
descartado. As células foram ressuspendidas em 200 pyL de tampao fosfato (PBS,
pH 7,4) e foi adicionado 20 pL da solu¢cdo de MTT também em PBS pH 7,4. Apds, as
amostras foram incubadas durante 45 minutos a 37 °C. Apos este periodo, 180 pL
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do sobrenadante foram removidos com o auxilio de uma pipeta, 200 pL de DMSO foi
adicionado e as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 2000 rpm a fim
de solubilizar o formazan formado anteriormente.***

Apoés, 100 puL de cada uma das solucdes contendo as amostras a serem
testadas foram removidas para uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida
no comprimento de onda de 560 nm utilizando o equipamento SpectraMax M2 e
SoftMax Pro 5.4.1 (Molecular Devices Inc., USA).***

Os resultados foram todos calculados conforme a Equacéo 1 e a andlise de
variancia segundo o teste post hoc de Tukey. O programa utilizado foi o GraphPad

Prisma e foram consideradas significativas todas as comparagdes com p < 0,05.



5.  APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante
a realizacdo deste trabalho, desde a metodologia adotada até a obtencdo e
identificacdo dos produtos desejados, bem como a avaliacdo das atividades
biolégicas destes compostos.

A maioria dos compostos sintetizados foi obtida por reacdes de acoplamento
entre os produtos de partida, estigmasterol (1) e &cido ursdlico (2), e os aminoacidos
protegidos, seguido de reacdes de remocdo dos grupamentos protetores. As
numeracdes dos carbonos nos compostos foram feitas de acordo com as
recomendacées da IUPAC.*84°

As estruturas de todos os compostos obtidos foram confirmadas por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, RMN *H e RMN C uni e
bidimensional. Uma vez que todos os compostos sintetizados sao inéditos, a
comparacao dos dados obtidos com os da literatura ndo pode ser realizada.

Da mesma forma, os resultados obtidos nas atividades antimicrobiana,
antitumoral e de inibicdo das enzimas POP, AChE e BChE sao inéditos e nédo

poderdo ser comparados com dados da literatura.

5.1 Obtencao dos derivados do estigmasterol (1)

As reacdes de derivatizacdo do estigmasterol foram realizadas utilizando
estigmasterol (1) e cloroformato de estigmasterila (3), ambos obtidos
comercialmente pela Sigma-Aldrich.

O composto acetil estigmasterol (4) foi obtido através da reacdo do
estigmasterol com anidrido acético em piridina seca, sob atmosfera de nitrogénio,
conforme descrito por Foley et al. (2010),'?® com 84,5% de rendimento. O benzoil
estigmasterol (5) foi obtido através da reacdo do estigmasterol com cloreto de
benzoila, na presenca de DMAP e piridina, com rendimento de 64% (Esquema 17).

Boc-L-prolina-estigmasterol (6) foi sintetizado através da reacdo de

acoplamento com DCC em diclorometano/DMAP, com rendimento de 65,1%,
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enquanto que Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7) foi obtido através da reacdo de
acoplamento com BOP-Cl| em diclorometano/DIEA, com rendimento de 44,2%. A
partir da desprotecéo do grupo amino do composto 6 utilizando-se CH,CI,:TFA (1:1)
obteve-se o produto H-L-prolina-estigmasterol (8) com rendimento quantitativo. O
composto Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9) foi obtido através da reacdo de
acoplamento entre 8 e Boc-L-prolina-OH com DCC em diclorometano/DMAP, com
rendimento de 43,4%. O composto H-prolina-prolina-estigmasterol (10) foi obtido
através da reacdo de desprotecdo do grupo amino de 9 com uma solucdo de
CH.CI,:TFA (1:1) e rendimento de 74,3% (Esquema 17).
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Esquema 17: Sintese dos derivados (4-10) do estigmasterol (1).

O composto estigmasterol-prolina-OMe (11) foi obtido através da reacdo de
acoplamento entre cloroformato de estigmasterila (3) e H-prolina-OMe, em
diclorometano e meio basico de trietilamina, com rendimento de 57,1%. Os

compostos estigmasterol-prolina-CN (12) e estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13)



89

foram obtidos conforme a reacgdo citada anteriormente, porém com H-prolina-CN e
H-prolina-prolina-OMe, respectivamente, com rendimentos de 79,5% e 67,6%

(Esquema 18).

(o} o
M
\o N o”
1
H-Pro-OMe
Et;N

Esquema 18: Sintese dos derivados do cloroformato de estigmasterila (3).

N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14) foi obtido através da
reacdo de acoplamento com DCC em diclorometano/DMAP, com rendimento de
92,6%. O composto N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15) foi obtido
através da reacdo de remocdo do grupo protetor terc-butiloxicarbonil (Boc) do
composto 14 com uma solucdo de CH,CI,:TFA (1:1), com rendimento de 79,5%. Ja
o composto N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16) foi obtido pela remocéao
do grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) também do composto 14 com
DMF/dietilamina, com rendimento de 91,8%. Da mesma forma, N-4-N-amino-L-
prolina-estigmasterol (17) foi obtido através da reacdo de remoc¢édo do grupo Fmoc
do composto 15 com DMF/dietilamina, com 98% de rendimento (Esquema 19).

Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18) foi obtido através da reacdo de
acoplamento com BOP-Cl| em diclorometano/DIEA, com rendimento de 25,8%. O
composto H-L-alanina-estigmasterol (19) foi obtido através da reacdo de remocao do
grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) do composto 18 com DMF/dietilamina e
rendimento de 58,8%. Os compostos Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20) e Fmoc-L-

cisteina(tBu)-estigmasterol (22) foram obtidos conforme reacdo de acoplamento
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citada anteriormente, com 56,3% e 26,6% de rendimentos, respectivamente. Os
compostos H-L-glicina-estigmasterol (21) e H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23)
também foram sintetizado conforme reacdo citada anteriormente através da
desprotecao dos respectivos grupos aminos com DMF/dietilamina, com rendimentos
de 66,1% e 23,1%, respectivamente. O Boc-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (24) foi
obtido através da reacdo de acoplamento com DCC em diclorometano/DMAP, com
rendimento de 38,1% e o composto H-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (25) foi obtido
através da reacdo de remocédo do grupo terc-butiloxicarbonil (Boc) com uma solugao
de CH,CI,:TFA (1:1) e rendimento quantitativo (Esquema 19).
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Esquema 19: Sintese dos derivados (14-25) do estigmasterol (1).
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5.1.1 Dados de RMN *H e RMN *3C referentes ao estigmasterol (1)

Em todos os derivados obtidos permanece a estrutura basica do estigmasterol
(1), por isso os dados de RMN *H e RMN *3C uni e bidimensionais referentes a esta
estrutura serdo discutidos neste item.

A Figura 13 mostra o espectro de RMN 'H do composto comercial
estigmasterol (1), em CDCIl; a 400,13 MHz, onde se observa a presenca
caracteristica de um multipleto entre 5,33-5,35 ppm referente ao hidrogénio olefinico
ligado ao C-6 e de dois duplo dubletos referentes aos hidrogénios olefinicos ligados
aos carbonos C-22 e C-23 em 5,15 ppm (J = 15,2 e 8,5Hz, 1H) e 5,02 ppm (J = 15,2
e 8,5 Hz, 1H), respectivamente, além de um multipleto entre 3,47-3,55 ppm referente
ao hidrogénio ligado ao carbono C-3. Também se observa a presenca de Varios
outros sinais (multipletos e singletos) na regido de campo alto, entre 0,70-2,31 ppm,
relativos aos hidrogénios dos grupos metinicos, metilénicos e metilicos presentes no

estigmasterol.
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Figura 13: Espectro de RMN *H do estigmasterol (1) em CDCl5
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A Figura 14 mostra o espectro de RMN *3C desacoplado do estigmasterol, em
CDCl; a 100,62 MHz, onde se observa a presenca dos sinais dos carbonos
olefinicos C-5, C-6, C-22 e C-23 em 140,78; 121,58; 138,17 e 129,35 ppm,
respectivamente, além de um sinal em 71,75 ppm referente ao C-3. Observam-se
varios outros sinais entre 12,00-56,88 ppm referentes aos carbonos metinicos,

metilénicos, metilicos e quaternérios presentes no estigmasterol.
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Figura 14: Espectro de RMN *3C do estigmasterol (1) em CDCls,

Através do espectro de DEPT 135 e os espectros bidimensionais de COSY e
HSQC, foi possivel realizar todas as atribuicbes referentes aos hidrogénios e
carbonos nos espectros de RMN H e RMN *3C do estigmasterol. No espectro de
DEPT 135 (Figura 15) foi possivel identificar os carbonos secundarios, C-11, C-15,
C-28, C-16, C-2, C-7, C-1, C-12, C-4 em 21,06; 24,31; 25,29; 28,77; 31,68; 31,87,
37,28; 39,70 e 42,33 ppm, respectivamente.

No espectro bidimensional RMN COSY *H-'H (Figura 16) foi possivel
observar todos os acoplamentos entre os hidrogénios, possibilitando a realizacéo da

maioria das atribuicdes. Aquelas atribuicdes que ndo puderam ser realizadas com o
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COSY foram feitas através do espectro bidimensional RMN HSQC *J.c (Figuras 17
e 18 — com expansao), onde se observa os acoplamentos carbono-hidrogénio a uma

ligacao.
y 2 °© ¢ SERREAEREEINA H E0EEAY 1
E 8 & s 8 85 :.'3 **** }"FF.-T.E‘E'.‘E:.L
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Figura 15: Espectro de DEPT 135 do estigmasterol (1) em CDCl;3,
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5.1.2 Obtencéo do acetil estigmasterol (4)

A estrutura do composto acetil estigmasterol (4), sintetizado conforme item
5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 19 mostra o espectro de RMN *H do composto 4, em CDCl; a 200,13
MHz, onde se observa a presenca de um multipleto entre 4,52-4,68 ppm referente ao
hidrogénio ligado no carbono C-3 e um singleto em 2,02 ppm referente aos trés
hidrogénios metilicos do grupo acetil, confrmando a obtencdo do composto 4.
Observam-se ainda varios outros sinais relativos aos hidrogénios dos grupos
olefinicos, metinicos, metilénicos e metilicos presentes na porcédo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.

Figura 19: Espectro de RMN *H do acetil estigmasterol (4) em CDCl;

A Figura 20 apresenta o espectro de RMN **C do composto 4, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de um sinal em 73,93 ppm referente ao C-3

e um sinal em 170,24 ppm referente ao carbono quaternario C=0. Observa-se
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também um sinal em 21,10 ppm referente ao CH; ligado ao grupo acetil,
confirmando a obten¢do do composto 4. Observam-se varios outros sinais referentes
aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios presentes

na porcao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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Figura 20: Espectro de RMN *3C do acetil estigmasterol (4) em CDCls,

5.1.3 Obtencéo do benzoil estigmasterol (5)

A estrutura do composto benzoil estigmasterol (5), sintetizado conforme item
5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 21 mostra o espectro de RMN *H do composto 5, em CDCl; a 400,13
MHz, onde se observa a presenca caracteristica de um dubleto em 8,04 ppm (J =
1,3 Hz; 2H) e dois tripletos em 7,54 ppm (J = 6,2 e 14,8 Hz; 1H) e 7,42 ppm (J = 7,8

e 15,2 Hz; 2H) referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos aromaticos C-3’ e C-
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7, C-5, C-4 e C-6', respectivamente, além de multipleto entre 4,82-4,90 ppm

referente ao hidrogénio ligado no C-3, confirmando a obtengc&o do composto 5.
Observam-se ainda varios outros sinais relativos aos hidrogénios dos grupos

olefinicos, metinicos, metilénicos e metilicos presentes na porcéo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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Figura 21: Espectro de RMN *H do benzoil estigmasterol (5) em CDCls,

A Figura 22 mostra o espectro de RMN *3*C do composto 5, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa a presenca do sinal em 165,97 ppm referente a
carbonila C-1’. Também se observa os sinais em 132,66, 130,91, 129,53 e 128,23
ppm correspondentes aos carbonos aromaticos C-5’, C-2’, C-3’ e C-7’, C-4’ e C-6’,
respectivamente, e o sinal em 74,59 ppm referente ao C-3.

Os demais sinais séo relativos aos carbonos dos grupos olefinicos, metinicos,
metilénicos, metilicos e quaternarios presentes na porcdo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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Figura 22: Espectro de RMN *3C do benzoil estigmasterol (5) em CDCl5.

5.1.4 Obtencéo do Boc-L-prolina-estigmasterol (6)

A estrutura do composto Boc-L-prolina-estigmasterol (6), obtido conforme item

5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 23 mostra o espectro de RMN *H do composto 6, em CDClz a 200,13

MHz, onde se observa a presenca de um multipleto entre 4,54-4,70 ppm referente ao

hidrogénio ligado no carbono C-3, de um multipleto entre 4,14-4,28 ppm referente ao

H-2' e de um multipleto entre 3,33-3,61 ppm referente aos dois hidrogénios H-5’ da

porcao Boc-L-prolina.

O multipleto entre 1,85-2,00 ppm ¢é referente aos demais hidrogénios

metilénicos da porcdo Boc-L-Prolina (CH2-3’ e CH,-4") e a trés hidrogénios da porcao

estigmasterol (H-7b, H-1b, H-2a). O singleto em 1,41 ppm é referente aos nove

hidrogénios metilicos da porc¢éao terc-butil, 9H-8'.
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Observam-se ainda varios outros sinais relativos aos hidrogénios dos grupos
olefinicos, metinicos, metilénicos e metilicos presentes na por¢éo estigmasterol (R) e
mostrados anteriormente no item 5.1.1.

A Figura 24 apresenta o espectro de RMN **C do composto 6, em CDCls; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de dois sinais em 171,53 e 154,03 ppm
referentes as carbonilas do C-1’ e C-6’, respectivamente. Observa-se também um
sinal em 79,76 ppm referente ao carbono quaternario C-7’ do grupo terc-butil e um
sinal em 74,45 ppm referente ao C-3.

Os sinais em 59,28; 46,33; 28,44; 28,39 e 24,27 ppm sé&o referentes aos
carbonos presentes na porcdo Boc-L-Prolina, C-2’, C-5, C-3’, C-8 e C-4,
respectivamente. Os demais sinais sao referentes aos carbonos olefinicos, metilicos,
metilénicos, metinicos e quaternarios presentes na porcdo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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Figura 23: Espectro de RMN *H do Boc-L-prolina-estigmasterol (6) em CDCls
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Figura 24: Espectro de RMN *H do Boc-L-prolina-estigmasterol (6) em CDCls

5.1.5 Obteng&o do Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7)

A estrutura do composto Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7), sintetizado
conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 25 mostra o espectro de RMN *H do composto 7, em CDCl; a 200,13
MHz, onde se observa a presenca de multipletos entre 7,30-7,77 ppm relativos aos
hidrogénios ligados aos carbonos aromaticos, C-11’, C-12’, C-13’ e C-14’, da porcédo
Fmoc-L-prolina. Observa-se também a presenca de um multipleto entre 4,13-4,49
ppm referente aos hidrogénios 2H-7’, H-8 e H-2’ e outro multipleto entre 3,47-3,79
ppm referente aos 2H-5’, da por¢gdo Fmoc-L-prolina.

O multipleto entre 1,69-2,01 ppm é referente aos 2H-3’ da por¢cdo Fmoc-L-
prolina e a cinco hidrogénios da porcdo estigmasterol (H-20, H-7b, H-1b, H-2a, H-
16a). O multipleto entre 1,47-1,58 ppm ¢é referente aos 2H-4’, da por¢cdo Fmoc-L-
prolina, e a sete hidrogénios da porgéo estigmasterol (H-15a, H-25, H-24, H-2b, 2H-
11, H-7a). O multipleto entre 4,61-4,74 ppm é referente ao hidrogénio ligado no

carbono C-3 e 0os demais sinais séo referentes aos hidrogénios olefinicos, metinicos,
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metilénicos e metilicos presentes na porcdo estigmasterol (R) e mostrados no item
5.1.1.

A Figura 26 apresenta o espectro de RMN **C do composto 7, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de dois sinais em 172,44 e 154,98 ppm
referentes as carbonilas do C-1’ e C-6’, respectivamente. Observa-se também um
sinal em 74,78 ppm referente ao C-3.

Os sinais em 144,20; 141,28; 127,62; 126,97; 125,09 e 119,90 ppm sao
referentes aos carbonos aromaticos C-9’, C-10’, C-12’, C-11’, C-13’ e C-14’, ambos
da por¢cdo Fmoc-L-Prolina, respectivamente. Os sinais em 67,63; 67,41; 59,09;
50,02; 27,69 e 23,33 ppm séo referentes aos demais carbonos na por¢cdo Fmoc-L-
prolina, respectivamente C- 2, C-7’, C-5’, C-8, C-3’ e C-4’. Os demais sinais sdo
referentes aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios

presentes na porc¢ao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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Figura 25: Espectro de RMN *H do Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7) em CDCl,
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Figura 26: Espectro de RMN *3C do Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7) em CDCl5,

5.1.6 Obtencéo do H-prolina-estigmasterol (8)

A estrutura do composto H-prolina-estigmasterol (8), obtido conforme item
5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN C.

A Figura 27 mostra o espectro de RMN *H do composto 8, em CDClz a 200,13
MHz, onde se observa o desaparecimento do singleto em 1,41 ppm referente aos 9
hidrogénios do grupo terc-butil presente no composto Boc-L-prolina-estigmasterol
(6). Isto indica que ocorreu a remocéo do grupamento protetor terc-butiloxicarbonil.

Os demais sinais observados foram discutidos nos itens 5.1.1 e 5.1.4.
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Figura 27: Espectro de RMN *H do H-prolina-estigmasterol (8) em CDCls;

A Figura 28 apresenta o espectro de RMN **C do composto 8, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais em 154,03; 79,76 e
28,39 ppm referentes aos carbonos do grupo protetor terc-butiloxicarbonil presente
no composto Boc-L-prolina-estigmasterol (6), isto indica que ocorreu a remocéo do
grupamento. O sinal em 168,67 ppm é referente a carbonila do C-1’ e o sinal em

77,20 ppm é referente ao C-3. Os demais sinais observados ja foram discutidos nos

itens 5.1.1 e 5.1.4.
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Figura 28: Espectro de RMN *3C do H-prolina-estigmasterol (8) em CDCl5

5.1.7 Obtencéo do Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9)

A estrutura do composto Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9), sintetizado
conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 29 mostra o espectro de RMN *H do composto 9, em CDClz a 400,13
MHz, onde se observa a presenca de um multipleto entre 4,50-4,60 ppm referente
aos hidrogénios ligado no carbono C-3 e C-7’ e de varios outros multipletos entre
4,36-4,38; 3,72-3,78; 3,53-3,63 e 3,38-3,45 ppm referentes aos hidrogénios ligados
nos carbonos, C-2’, C-5’a, C-5'b, C-10’a e C-10’b, respectivamente.

Observa-se um multipleto entre 1,82-2,31 ppm referente aos hidrogénios H-
3’'a, H-3'b, H-4’a, H-8'b, H-4’b, H-8'b, da por¢cdo Boc-L-prolina, e a sete hidrogénios
da porgao estigmasterol (H-4a, H-4b, H-12b, H-20, H-7b, H-1b, H-2a). O multipleto
entre 1,45-1,60 ppm é referente aos 2H-9’ da por¢cdo Boc-L-prolina e a oito
hidrogénios da porcéo estigmasterol (H-15a, H-25, H-24, H-2b, 2H-11, H-7a, H-8). O
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singleto em 1,43 ppm € referente aos nove hidrogénios metilicos presente na por¢ao
terc-butil, 9H-13’.

Os demais sinais séo referentes aos hidrogénios olefinicos, metinicos,
metilénicos e metilicos presentes na porcdo estigmasterol (R) e mostrados
anteriormente nos itens 5.1.1 e 5.1.6.

A Figura 30 apresenta o espectro de RMN **C do composto 9, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa a presenca de trés sinais em 171,72; 170,98 e 154,55
ppm referentes as carbonilas do C-1’, C-6’ e C-11’, respectivamente. Observa-se
também um sinal em 79,40 ppm referente ao carbono quaternario C-12’ do grupo
terc-butil e um sinal em 74,55 ppm referente ao C-3.

Os sinais em 58,94; 57,70; 46,85; 46,47; 29,05; 28,50; 28,36; 24,87 e 24,03
ppm sao referentes aos carbonos presentes na por¢cdo Boc-prolina-prolina-OH, C-7°,
c-2’, C-5, C-10’°, C-8’, C-13’, C-3’, C-4’ e C-9', respectivamente.

Os demais sinais sdo referentes aos carbonos olefinicos, metinicos,
metilénicos, metilicos e quaternarios presentes na porcdo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1 e 5.1.6.
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Figura 30: Espectro de RMN *3C do Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9) em CDCls

5.1.8 Obtencéo do H-prolina-prolina-estigmasterol (10)

A estrutura do composto H-prolina-prolina-estigmasterol (10), obtido conforme
item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 31 mostra o espectro de RMN *H do composto 10, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa o desaparecimento do singleto em 1,43 ppm referente
aos nove hidrogénios metilicos do grupo terc-butil presente no Boc-prolina-prolina-
estigmasterol (9). O multipleto entre 4,58-4,65 ppm é referente ao H-3, os multipletos
entre 3,44-3,54 e 2,50-2,55 ppm sao referentes aos hidrogénios 2H-5, H-10’a e H-
10’b, e o multipleto entre 4,76-4,77 ppm é referente ao hidrogénio ligado ao
nitrogénio. Neste caso o sinal do NH apareceu, pois o espectro foi realizado em
DPX-400 e o numero de aquisi¢des foi maior. Os demais sinais ja foram mostrados e
discutidos anteriormente nos itens 5.1.1 e 5.1.7.

A Figura 32 apresenta o espectro de RMN **C do composto 10, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa a presenca de dois sinais em 170,51 e 167,24 ppm

referentes as carbonilas do C-6’ e C-1’, respectivamente. Observa-se também o sinal
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em 75,41 ppm referente ao C-3. Observa-se o desaparecimento dos sinais
referentes a porcgéao terc-butiloxicarbonil (Boc), confirmando a remocao deste grupo
protetor.

Os sinais em 59,59; 58,59; 46,99; 46,85; 37,94; 28,97; 24,80 e 24,66 ppm sdo
referentes aos carbonos C-2’, C-7°, C-5, C-10, C-8, C-3, C-9 e C-4,
respectivamente. Os demais sinais séo referentes aos carbonos olefinicos, metilicos,
metilénicos, metinicos e quaternarios presentes na porcdo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.9 Obtencéao do estigmasterol-prolina-OMe (11)

item 5.1, foi confirmada por RMN 'H e RMN *3C.

A estrutura do composto estigmasterol-prolina-OMe (11), sintetizado conforme

A Figura 33 mostra o espectro de RMN *H do composto 11, em CDCl; a

200,13 MHz, onde se observa a presenca de um singleto em 3,72 ppm referente aos

trés hidrogénios da metoxila presente na por¢éo H-prolina-OMe. Os multipletos entre

4,25-4,38 e 3,40-3,60 ppm sé&o referentes aos hidrogénios da por¢cao H-prolina-OMe,

respectivamente H-5 e 2H-2’. O multipleto entre 1,81-2,02 ppm é referente aos

hidrogénios 2H-4’ e 2H-3’ e a trés hidrogénios da porcéo estigmasterol (H-7b, H-1b,

H-2a).

Os demais sinais sdo relativos aos hidrogénios dos grupos olefinicos,

metinicos, metilénicos e metilicos presentes na porcdo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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Figura 33: Espectro de RMN *H do estigmasterol-prolina-OMe (11) em CDCl5

A Figura 34 apresenta o espectro de RMN **C do composto 11, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca dos sinais em 58,87; 52,05; 50,04; 28,27 e
23,61 ppm referentes aos carbonos da por¢ao H-prolina-OMe, respectivamente C-5’,
C-7, C-2°, C-4 e C-3. Os sinais em 173,52 e 154,05 ppm sédo referentes as
carbonilas C-6° e C-1’, respectivamente. Observa-se um sinal em 74,68 ppm
referente ao C-3. Os demais sinais sdo referentes aos carbonos olefinicos,
metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios da porcao estigmasterol (R) e ja

foram mostrados e discutidos no item 5.1.1.
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Figura 34: Espectro de RMN *3C do estigmasterol-prolina-OMe (11) em CDCls,

5.1.10 Obtencéo do estigmasterol-prolina-CN (12)

A estrutura do composto estigmasterol-prolina-CN (12), sintetizado conforme
item 5.1, foi confirmada por RMN 'H e RMN *3C.

A Figura 35 mostra o espectro de RMN *H do composto 12, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa a presenca de um multipleto entre 4,53-4,57 ppm
referente aos hidrogénios H-3 e H-5. O multipleto entre 3,39-3,52 ppm € referente
aos dois hidrogénios ligados no carbono C-2’ da porgao H-prolina-CN e o multipleto
entre 1,84-2,03 ppm é referente aos hidrogénios 2H-4’ e 2H-3’ da porgédo H-prolina-
CN e a trés hidrogénios da porcéo estigmasterol (H-7b, H-1b, H-2a). Os demais
sinais sao referentes a porcao estigmasterol (R) e ja foram mostrados e discutidos

no item 5.1.1.
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Figura 35: Espectro de RMN *H do estigmasterol-prolina-CN (12) em CDCls,

A Figura 36 apresenta o espectro de RMN **C do composto 12, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa a presenca de um sinal em 118,86 ppm referente ao
carbono do grupamento ciano (C=N). Observam-se também os sinais em 50,06;
47,28; 28,22 e 23,78 ppm referentes aos carbonos da porcdo H-prolina-CN,
respectivamente C-5’, C-2’, C-4’ e C-3. O sinal em 153,29 ppm é referente a
carbonila C-1’ e o sinal em 75,93 ppm é referente ao C-3. Os demais sinais séo
referentes aos demais carbonos da porcao estigmasterol (R) e ja foram mostrados e

discutidos no item 5.1.1.
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Figura 36: Espectro de RMN *3C do estigmasterol-prolina-CN (12) em CDCl5,

5.1.11 Obtencéo do estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13)

A estrutura do composto estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13), obtido
conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 37 mostra o espectro de RMN *H do composto 13, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de um singleto em 3,69 ppm referente aos
trés hidrogénios da metoxila presente na porgcdo H-prolina-prolina-OMe. Os
multipletos entre 4,44-454; 3,78-3,83 e 3,45-3,58 ppm sdo referentes aos
hidrogénios H-3, H-5', H-10’, H-7’a, H-7'b e 2H-2’, respectivamente. O multipleto
entre 1,79-2,35 ppm é referente aos hidrogénios 2H-9’, 2H-8’ e 2H-4’, da porcéo H-
prolina-prolina-OMe, e a sete hidrogénios da porgédo estigmasterol (H-4a, H-4b, H-
12b, H-20, H-7b, H-1b, H-2a). O multipleto entre 1,40-1,67 ppm é referente aos 2H-3’
e a dez hidrogénios da porcéo estigmasterol (H-16a, H-15a, H-25, H-24, H-2b, 2H-
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11, H-7a, H-8, H-28). Os demais sinais sao referentes aos hidrogénios da porcéo

estigmasterol (R) e j& foram mostrados e discutidos no item 5.1.1.

%9&@00@0??3—?*”@&90 MND U NT T VO QOO M
NO © M9 [« B O] ggmmmms VoK O 0N OO0 OK M
MM - -0 0000 YV o~ 08 MON N -0 0 QO ~NO W
VLWL YOLLY T T IT T OO O0O NN NN =

o) o) o :
'2\ 0 NS )k ,
o~ 1 N7 6 N7 'S0 "
L | . | )‘br Y 2! |
3H-12 1 <

540 530 520 510 500 490
pem (t1)

6 2223 3,5,10
I 1 ||

it At
-- - N - W N N ~ w - N ~
[=] ~ © ow o - @ N ey [A] =
@ © -] a0 W o o n 2 &
| I | to | I I
50 4.0 3.0 20 1.0 0.0

pem (1)

Figura 37: Espectro de RMN 'H do estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13) em
CDCls,

A Figura 38 apresenta o espectro de RMN **C do composto 13, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca dos sinais em 58,71; 57,90; 52,06; 50,07;
50,01; 28,77; 28,21; 24,22 e 23,58 ppm referentes aos carbonos da por¢ao H-
prolina-prolina-OMe, respectivamente C-10’, C-5’, C-12’, C-7°, C-2’, C-4’, C-9', C-8 e
C-3. Os sinais em 172,85; 171,21 e 154,85 ppm séao referentes as carbonilas C-11’,
C-6’ e C-1’, respectivamente. Observa-se também um sinal em 74,84 ppm referente
ao C-3. Os demais sinais séo referentes aos demais carbonos da porcéo

estigmasterol (R) e ja foram mostrados e discutidos no item 5.1.1.
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Figura 38: Espectro de RMN **C do estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13) em
CDCls,

5.1.12 Obtencéo do N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14)

A estrutura do composto N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14),
obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 39 mostra o espectro de RMN *H do composto 14, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa a presenga de dois dubletos em 7,74 ppm (J = 7,5
Hz; 2H) e 7,57 ppm (J = 7,1 Hz; 2H) referentes aos hidrogénios ligados aos
carbonos aromaticos C-14’ e C-17’, respectivamente. Também se observa um
tripleto em 7,39 ppm (J = 14,5 e 7,4 Hz; 2H) e um multipleto entre 7,29-7,33 ppm
referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos aromaticos C-15 e C-16’,
respectivamente.

O multipleto entre 5,77-5,80 ppm é referente ao H-4’ e o multipleto entre 4,19-
4,34 ppm é referente aos dois hidrogénios ligados no C-10’ e ao hidrogénio ligado no
C-11’. Os multipletos entre 3,58-3,67 e 2,46-2,48 ppm sdao referentes ao H-2’, aos
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dois hidrogénios diasterotopicos ligados ao C-5 e ao H-3’a, respectivamente. O
multipleto entre 1,85-2,09 ppm é referente ao H-3’b e a cinco hidrogénios da porgéao
estigmasterol (H-12b, H-20, H-7b, H-1b, H-2a). O singleto em 1,45 ppm é referente
aos nove hidrogénios do grupo terc-butil do grupo protetor terc-butiloxicarbonil.

O multipleto entre 4,69-4,70 ppm é referente ao H-3 e 0s demais sinais sédo
referentes aos hidrogénios olefinicos, metilicos, metilénicos e metinicos presentes
na porcao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.

A Figura 40 apresenta o espectro de RMN **C do composto 14, em CDCls; a
100,62 MHz, onde se observa a presenca dos sinais em 173,40; 155,80 e 154,69
ppm referentes as carbonilas C-1’, C-6 e C-9', respectivamente. Também se
observa a presenca dos sinais em 143,91; 143,89; 127,68; 127,08; 125,12 e 119,94
ppm referentes aos carbonos aromaticos C-12’, C-13’, C-15’, C-14’, C-16’ e C-17,
respectivamente. Os sinais em 80,49; 67,00; 58,11; 58,02; 47,24; 47,17; 31,85 e
28,35 ppm sao referentes aos C-7°, C-10’, C-2’, C-5, C-11’, C-4’, C-3’ e C-8 da
por¢céo N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina, respectivamente.

O sinal em 75,36 ppm é referente ao C-3 e os demais sinais sdo referentes
aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios presentes

na porcao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.13 Obtencéo do N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15)

A estrutura do composto N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15),
sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 41 mostra o espectro de RMN *H do composto 15, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa a presenca de dois dubletos em 7,73 ppm (J = 7,5 Hz,
2H) e 7,60 ppm (J = 7,1 Hz, 2H) referentes aos hidrogénios ligados nos carbonos
aromaticos C-11’ e C-14’, respectivamente. Observa-se também um tripleto em 7,38
ppm (J = 14,5 e 7,4 Hz, 2H) e um multipleto entre 7,29-7,31 ppm referentes aos
hidrogénios ligados nos carbonos aromaticos C-12’ e C-13’, respectivamente.

O multipleto entre 4,79-4,80 ppm é referente ao H-4’ e os multipletos entre
4,52-4,53; 4,28-4,33 e 4,15-4,19 ppm sao referentes ao hidrogénio ligado no C-8’,
aos dois hidrogénios ligados ao C-77 e ao hidrogénio ligado ao C-2,
respectivamente. Os multipletos entre 3,63-3,67 e 3,48-3,50 ppm séo referentes aos
dois hidrogénios diasterotopicos ligados ao C-5’. O multipleto entre 2,42-2,43 ppm é
referente ao H-3’a e o multipleto entre 1,96-2,07 ppm é referente ao H-3'b e a dois
hidrogénios da porgéo estigmasterol (H-20, H-7b).

Pode-se perceber o desaparecimento do singleto em 1,45 ppm referente aos
nove hidrogénios do grupo terc-butii do grupo protetor terc-butiloxicarbonil. O
multipleto entre 4,60-4,68 ppm é referente ao H-3 e 0s demais sinais séo referentes
aos hidrogénios olefinicos, metinicos, metilénicos e metilicos presentes na porcéo
estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.

A Figura 42 apresenta o espectro de RMN **C do composto 15, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa a presenca dos sinais em 168,05 e 155,99 ppm
referentes as carbonilas C-1' e C-6’, respectivamente. Também se observa a
presenca dos sinais em 143,75; 141,26; 127,73; 127,09; 125,24 e 119,92 ppm
referentes aos carbonos aromaticos C-9’, C-10’, C-11’, C-12’, C-13 e C-14,
respectivamente. Os sinais em 67,34; 58,72; 51,14; 49,92; 47,09 e 31,88 ppm séo
referentes aos carbonos C-7’, C-2’, C-5, C-4’, C-8 e C-3’ da por¢cao N-4-N-Fmoc-
amino-L-prolina, respectivamente. Observa-se o desaparecimento do sinal em 31,85
ppm referente ao grupamento terc-butil do grupo protetor terc-butiloxicarbonil,

confirmando a remocé&o deste grupamento.
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O sinal em 77,20 ppm ¢€ referente ao C-3 e 0s demais sinais séo referentes
aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios presentes

na porcao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.

62223 2H-7
438,
1!

g
00t L
260
ot L
€80 L
z

0

50

Figura 41: Espectro de RMN *H do N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15)
em CDCls,
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Figura 42: Espectro de RMN **C do N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15)
em CDCl3

5.1.14 Obtencéo do N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16)

A estrutura do composto N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16),
sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 43 mostra o espectro de RMN *H do composto 16, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de um singleto em 1,40 ppm referente aos
nove hidrogénios metilicos do grupamento terc-butil do grupo protetor terc-
butiloxicarbonil. Observam-se também os multipletos entre 4,17-4,27 e 3,27-3,73
ppm referentes ao hidrogénio ligado no C-2’, aos dois hidrogénios diasterotdpicos
ligados no C-5’ e ao hidrogénio ligado no C-4’, respectivamente. O multipleto entre

2,29-2,45 ppm ¢é referente ao hidrogénio H-3’a e a dois hidrogénios da porcao
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estigmasterol (H-4a, H-4b). O multipleto entre 1,83-2,07 ppm é referente ao H-3'b e a
cinco hidrogénios da porcéo estigmasterol (H-12b, H-20, H-7b, H-1b, H-2a).

Pode-se perceber o desaparecimento dos sinais dos hidrogénios ligados aos
carbonos aromaticos e dos multipletos entre 4,69-4,70 e 4,19-4,34 ppm da porcéo 9-
fluorenilmetiloxicarbonil, confirmando a remocéo do grupo protetor Fmoc.

O multipleto entre 4,63-4,66 ppm é referente ao H-3 e 0s demais sinais sédo
referentes aos hidrogénios olefinicos, metilicos, metilénicos e metinicos presentes
na porcao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.

A Figura 44 mostra o espectro de RMN **C do composto 16, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenga dos sinais em 28,36 e 80,07 ppm
referentes aos carbono C-8 e C-7’, respectivamente, do grupamento terc-butil.
Observam-se também os sinais em 172,86 e 153,77 ppm referente as carbonilas C-
1" e C-6', respectivamente. Os sinais a 58,46, 56,82, 50,33 e 38,06 ppm sé&o
referentes aos carbonos C-2’, C-5’, C-4’ e C-3’, respectivamente.

Observa-se o desaparecimento dos sinais dos carbonos aromaticos e dos
sinais em 67,00 e 47,24 ppm, respectivamente os carbonos C-10’ e C-11’, da porcéo
9-fluorenilmetiloxicarbonil, confirmando a remoc¢é&o do grupo protetor Fmoc.

O sinal em 74,92 ppm ¢é referente ao C-3 e 0s demais sinais sdo referentes
aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios presentes

na porcao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.15 Obtencéo do N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17)

A estrutura do composto N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17), obtido
conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C. A amostra foi preparada
em piridina deuterada devido a solubilidade.

A Figura 45 mostra o espectro de RMN 'H do composto 17, em piridina
deuterada a 400,13 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais referentes
aos grupos protetores 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) e terc-butiloxicarbonil (Boc),
confirmando a perda destes dois grupos protetores do composto N-Boc-4-N-Fmoc-
amino-L-prolina-estigmasterol (14).

Os multipletos entre 4,37-4,39; 3,77-3,78; 3,63-3,64; 2,86-2,91 e 2,67-2,70
ppm séo referentes ao hidrogénio ligado no carbono C-2’, aos dois hidrogénios
diastereotopicos ligados no C-5’, ao hidrogénio ligado no C-4’ e ao hidrogénio ligado
no C-3’a, respectivamente. O multipleto entre 1,74-1,98 ppm é referente ao
hidrogénio H-3'b e a quatro hidrogénios da porcao estigmasterol (H-20, H-7b, H-1b,
H-2a).

Os demais sinais sdo referentes aos hidrogénios olefinicos, metinicos,
metilénicos e metilicos presentes na porcdo estigmasterol (R) e mostrados
anteriormente no item 5.1.1. (Os deslocamentos quimicos nos espectros do
composto 17 apresentam valores ligeiramente diferentes devido ao uso de piridina
deuterada ao invés de cloroférmio deuterado).

A Figura 46 mostra o espectro de RMN *3C do composto 17, em piridina
deuterada a 100,62 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais referentes
aos grupos protetores 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) e terc-butiloxicarbonil (Boc),
confirmando a remocé&o destes grupos protetores do composto 14.

Os sinais em 172,20; 56,62; 51,41; 50,80 e 34,85 ppm séo referentes aos
carbonos C-1’ (carbonila), C-2’, C-5, C-4’ e C-3’, respectivamente. Os demais sinais
sao referentes aos carbonos presentes na porgédo estigmasterol (R) e mostrados

anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.16 Obtencédo do Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18)

A estrutura do composto Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18), obtido conforme
item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 47 mostra o espectro de RMN *H do composto 18, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de dois dubletos em 7,74 ppm (J = 7,0 Hz;
2H) e 7,58 ppm (J = 7,2 Hz; 2H) relativos aos hidrogénios ligados aos carbonos
aromaticos C-9' e C-12’, respectivamente. Também se observa um multipleto entre
7,31-7,40 ppm referente aos hidrogénios ligados aos carbonos aromaticos C-10’ e C-
11’ da porgao Fmoc-L-alanina.

Observa-se a presenca de um multipleto entre 4,22-4,40 ppm referente aos
dois hidrogénios ligados no C-5" e ao hidrogénio ligado no C-6’. Observa-se também
um multipleto entre 5,43-5,44 ppm referente ao hidrogénio ligado no C-2’. O singleto
em 1,42 ppm é referente aos 3H metilicos ligados no C-3'.

O multipleto entre 4,65-4,67 ppm é referente ao H-3 e 0s demais sinais sao
referentes aos hidrogénios presentes na porgédo estigmasterol (R) e mostrados no
item 5.1.1.

A Figura 48 apresenta o espectro de RMN **C do composto 18, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de dois sinais em 172,47 e 155,60 ppm
referentes as carbonilas do C-1’ e C-4’, respectivamente. Observam-se também o0s
sinais dos carbonos arométicos C-7°, C-8, C-10°, C-9, C-11" e C-12,
respectivamente em 143,85; 141,32; 127,69; 127,05; 125,07 e 119,96 ppm. Além
destes sinais, observam-se quatro sinais em 66,97; 49,78; 47,22 e 18,99 ppm
referentes aos C-5’, C-2’, C-6’ e C-3’ da porgdo Fmoc-L-alanina, respectivamente.

Os demais sinais sdo referentes aos carbonos olefinicos, metinicos,
metilénicos, metilicos e quaternarios presentes na porcdo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.17 Obtencéo do H-L-alanina-estigmasterol (19)

A estrutura do composto H-L-alanina-estigmasterol (19), obtido conforme item
5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 49 mostra o espectro de RMN *H do composto 19, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais relativos aos
hidrogénios ligados aos carbonos arométicos da porcdo Fmoc-L-alanina, além do
desaparecimento do multipleto entre 4,22-4,40 ppm referente aos hidrogénios
ligados no C-5’ e ao hidrogénio ligado no C-6’. Observa-se também que o multipleto
referente ao H-2’ passou de um campo baixo (5,43-5,44 ppm) para um campo alto,
entre 3,50-3,54 ppm, devido a remocdo do grupo protetor Fmoc (efeito de
blindagem).

O singleto em 1,35 ppm é referente aos trés hidrogénios ligados no C-3’. O
multipleto entre 4,60-4,64 ppm é referente ao H-3 e 0s demais sinais séo referentes
aos hidrogénios presentes na porcao estigmasterol (R) e mostrados no item 5.1.1.

A Figura 50 apresenta o espectro de RMN **C do composto 19, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais referentes aos carbonos
aromaticos da por¢cdo Fmoc-L-alanina, além do desaparecimento dos sinais em
155,60; 66,97 e 47,22 ppm referentes aos carbonos C-4’, C-5 e C-6’, também da
porcdo Fmoc-L-alanina. Observam-se os sinais em 175,75; 50,14 e 20,58 ppm
referentes aos carbonos C-1’ (carbonila), C-2' e C-3’, respectivamente. Estes dados
confirmando a remocé&o do grupo protetor 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc).

Os demais sinais sao referentes aos carbonos olefinicos, metinicos,
metilénicos, metilicos e quaternarios presentes na porcdo estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.18 Obtencéo do Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20)

A estrutura do composto Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20), sintetizado
conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 51 mostra o espectro de RMN *H do composto 20, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de dois dubletos em 7,76 ppm (J = 7,0 Hz;
2H) e 7,60 ppm (J = 7,6 Hz; 2H) relativos aos hidrogénios aromaticos H-8 e H-11’,
respectivamente. Observa-se também um multipleto entre 7,26-7,34 ppm relativo
aos hidrogénios aromaticos H-9' e H-10’, da por¢cdo Fmoc-L-glicina. Observa-se a
presenca de um multipleto entre 4,06-4,17 ppm referente ao hidrogénio ligado ao C-
5 e dois dubletos em 4,38 ppm (J = 6,9 Hz; 2H) e 3,96 ppm (J = 5,3 Hz; 2H)
referentes aos dois hidrogénios ligados ao C-4’ e aos dois hidrogénios ligados no C-
2’, respectivamente.

Os demais sinais séo referentes aos hidrogénios olefinicos, metinicos,
metilénicos e metilicos presentes na porgcdo estigmasterol (R) e mostrados no item
5.1.1.

A Figura 52 apresenta o espectro de RMN **C do composto 20, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de dois sinais em 169,33 e 156,24 ppm
referentes as carbonilas do C-1’ e C-3’, respectivamente. Observam-se também os
sinais dos carbonos aromaticos C-6’, C-7’, C-9’, C-8’, C-10’ e C-11’, respectivamente
em 143,90; 141,36; 127,71; 127,08; 125,08 e 119,98 ppm. Além destes sinais
observam-se ainda trés sinais em 67,26; 47,24 e 38,07 ppm referentes aos C-4’, C-5
e C-2’ da porgédo Fmoc-L-glicina, respectivamente.

Os demais sinais sao referentes aos carbonos olefinicos, metinicos,
metilénicos, metilicos e quaternarios presentes na porcao estigmasterol (R) e

mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.19 Obtencéo do H-L-glicina-estigmasterol (21)

A estrutura do composto H-L-glicina-estigmasterol (21), obtido conforme item
5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 53 mostra o espectro de RMN *H do composto 21, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais relativos aos
hidrogénios arométicos da porcdo Fmoc-L-glicina, além do desaparecimento do
dubleto em 4,38 ppm e do multipleto entre 4,06-4,17 ppm referentes aos dois
hidrogénios ligados no C-4’ e ao hidrogénio ligado no C-5’, respectivamente. Os
singletos em 3,47 e 3,40 ppm séo referentes aos dois hidrogénios ligados no C-2'.
Estes dados comprovam a remocdo do grupo protetor 9-fluorenilmetiloxicarbonil
(Fmoc).

O multipleto em 4,64-4,66 ppm é referente ao H-3 e os demais sinais sdo
referentes aos hidrogénios presentes na porcao estigmasterol (R) e mostrados
anteriormente no item 5.1.1.

A Figura 54 apresenta o espectro de RMN **C do composto 21, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa 0 desaparecimento dos sinais relativos aos carbonos
aromaticos da por¢cdo Fmoc-L-glicina, além do desaparecimento dos sinais em
156,24; 67,26 e 47,24 ppm referentes aos carbonos C-3’ (carbonila), C-4’ e C-5’,
também da porcdo Fmoc-L-glicina. Observam-se os sinais em 173,39 e 38,14 ppm
referentes aos carbonos C-1' (carbonila) e C-2’, respectivamente. Estes dados
confirmando a remocé&o do grupo protetor 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc).

Os demais sinais séo referentes aos carbonos presentes na porcao

estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.20 Obtencéo do Fmoc-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (22)

A estrutura do composto Fmoc-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (22), sintetizado
conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 55 mostra o espectro de RMN *H do composto 22, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca dos dois dubletos em 7,74 ppm (J = 7,3
Hz; 2H) e 7,59 ppm (J = 7,1 Hz; 2H) relativos aos hidrogénios aromaticos H-11" e H-
14’, respectivamente. Observa-se também um multipleto entre 7,31-7,40 ppm
relativo aos hidrogénios aromaticos H-12’ e H-13’, da porgdo Fmoc-L-cisteina(tBu)-
OH.

Observa-se a presenca de dois multipletos entre 3,01-3,03 e 2,33-2,37 ppm
referentes aos hidrogénios diastereotopicos ligados no C-3’ e de um dubleto em 4,37
ppm (J = 7,6 Hz, 2H) referente aos dois hidrogénios ligados ao C-7'. O multipleto
entre 4,20-4,27 ppm é referente ao hidrogénio ligado no C-8'.

O multipleto entre 4,60-4,64 ppm é referente ao H-2’, o dubleto em 5,65 ppm
(J = 7,9 Hz; 1H) é referente ao hidrogénio ligado no NH (neste caso o NH apareceu
pois ndo ocorreu sobreposi¢ao de sinais) e o singleto em 1,31 ppm é referente aos
nove hidrogénios metilicos da porcéo terc-butil.

Os demais sinais sdo referentes aos hidrogénios presentes na porcao
estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.

A Figura 56 apresenta o espectro de RMN **C do composto 22, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa a presencga de dois sinais em 169,90 e 152,89 ppm
referentes as carbonilas do C-1’ e C-6’, respectivamente. Observam-se também o0s
sinais dos carbonos aromaticos C-9°, C-10’, C-11’, C-12’, C-13 e C-14’,
respectivamente em 143,83; 141,31; 127,69; 127,07; 125,11 e 119,95 ppm. Além
destes observam-se outros sinais em 67,24; 57,01; 47,16; 42,46; 30,91 e 28,91 ppm
referentes aos carbonos C-7°, C-2’, C-8, C-4’, C-5 e C-3’, respectivamente, da
porcdo Fmoc-cisteina(tBu)-OH.

O sinal em 75,77 é referente ao carbono C-3 e os demais sinais séo
referentes aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos e metilicos presentes na

porcao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.21 Obtencéo do H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23)

A estrutura do composto H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23), obtido conforme
item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 57 mostra o espectro de RMN *H do composto 23, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais relativos aos
hidrogénios aromaticos da por¢cdo Fmoc-L-cisteina(tBu)-OH, além do
desaparecimento do dubleto em 4,37 ppm e do multipleto entre 4,20-4,27 ppm
referentes aos dois hidrogénios ligados no C-7° e ao hidrogénio ligado no C-8'.
Observa-se também que o multipleto referente ao H-2’ passou de um campo baixo
(4,60-4,64 ppm) para um campo alto, entre 3,60-3,66 ppm, devido a remoc¢éo do
grupo protetor Fmoc (efeito de blindagem). Observa-se também dois duplo dubletos
em 2,94 ppm (J = 12,4 e 7,8 Hz; 1H) e 2,78 ppm (J = 12,3 e 7,3 Hz; 1H) referentes
aos dois hidrogénios diastereotopicos ligados no C-3'.

O multipleto em 4,64-4,68 ppm é referente ao H-3. Os demais sinais sao
referentes aos hidrogénios presentes na porcao estigmasterol (R) e mostrados
anteriormente no item 5.1.1.

A Figura 58 apresenta o espectro de RMN **C do composto 23, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais relativos aos carbonos
aromaticos da porcdo Fmoc-L-cisteina(tBu)-OH, além do desaparecimento dos
sinais em 152,89; 67,24 e 47,16 ppm referentes aos carbonos C-6’ (carbonila), C-7’
e C-8', respectivamente, também da por¢cdo Fmoc-L-cisteina(tBu)-OH. Observam-se
0s sinais a 173,23; 54,57; 42,39; 33,43 e 30,99 ppm referentes aos carbonos C-1’
(carbonila), C-2’, C-4’, C-3’ e C-5, respectivamente. Estes dados confirmando a
remocgé&o do grupo protetor 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc). Os demais sinais sao
referentes aos carbonos presentes na por¢ao estigmasterol (R) e mostrados no item
5.1.1.



136

15.00

ooy
859V
089y
8E6Y
8.6V
EL0%
£S0'G
260G
EEL'S
891G
80C'%
L9E'G
L8E'G

I

2H-3'

A

AN -
|/ = | 8 ™ = gv.oa
— = «
- F %] =
— = = 1.99
—N 3 NT=
s i © = H_'_oo

=}
=3

Figura 57: Espectro de RMN *H do H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23) em CDCl;

¥roch
0ozZL
reeel
S0E61L
9561
PED' LT
60T LT
LPEYT
LLE'ST
rliT
099'8Z
1660

898 1E
PEVEE
6093
£96'9€

osoee
EP9'BE
eZr oy
0ETZE
06EZH
18005
€ET IS

PSS
2L86'SS

Log'9%

[4:1:3 73

9e8'ZzL

B¥E'BTL

£5T'8EL
Parecl

LETELL

 a

—

\

A

—

100

ppm (1)

Figura 58: Espectro de RMN *3C do H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23) em CDCls,



137

5.1.22 Obtencéo do Boc-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (24)

A estrutura do composto Boc-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (24), obtido
conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 59 mostra o espectro de RMN *H do composto 24, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de um singleto em 7,35 ppm relativo aos
cinco hidrogénios arométicos da porcdo Boc-L-glutamico(OBz)-OH. Observa-se
também a presenca de um singleto em 5,12 ppm referente aos dois hidrogénios
ligados no C-6°, além de um multipleto entre 4,94-4,98 ppm referente ao H-2'. O
singleto em 1,43 ppm é referente aos nove hidrogénios metilicos da porcéo terc-butil.
Os multipletos entre 4,27-4,30 e 2,41-2,50 ppm séo referentes aos hidrogénios
ligados aos C-3’ e C-4’, respectivamente.

Os demais sinais sdo referentes aos hidrogénios olefinicos, metinicos,
metilénicos e metilicos presentes na porgcdo estigmasterol (R) e mostrados no item
5.1.1.

A Figura 60 apresenta o espectro de RMN **C do composto 24, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de trés sinais em 172,53; 171,51 e 155,35
ppm referentes as carbonilas do C-5’, C-1" e C-11’, respectivamente. Observam-se
também os sinais dos carbonos aromaticos C-7’, C-9’, C-10’ e C-8’, respectivamente
em 135,84; 128,55; 128,24 e 128,20 ppm. Além destes observam-se outros sinais
em 79,90; 66,45; 53,08; 29,68; 28,31 e 27,69 ppm referentes aos C-12’, C-6’, C-2’,
C-4’, C-13’ e C-3’ da porgao Boc-L-glutamico(OBz)-OH, respectivamente.

O sinal em 75,34 ppm é referente ao C-3. Os demais sinais séo referentes
aos carbonos olefinicos, metilicos, metilénicos, metinicos e quaternarios presentes

na porc¢ao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.23 Obtencéo do H-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (25)

A estrutura do composto H-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (25), sintetizado
conforme item 5.1, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 61 mostra o espectro de RMN *H do composto 25, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de um singleto em 7,33 ppm referente aos
cinco hidrogénios aroméaticos da por¢do H-L-glutdmico(OBz)-OH e a presenca de
outro singleto em 5,10 ppm referente aos dois hidrogénios ligados no C-6’. Observa-
se também que o multipleto referente ao H-2’' passou de um campo baixo (4,94-4,98
ppm) para um campo alto, entre 4,13-4,14 ppm, devido a remoc&o do grupo protetor
Boc (efeito de blindagem). O desaparecimento do singleto em 1,43 ppm referente
aos nove hidrogénios da porcéao terc-butil confirma a perda do grupo protetor terc-
butiloxicarbonil.

Os demais sinais sado referentes aos hidrogénios presentes na porcdo do
estigmasterol (R) e na por¢do H-L-glutamico(OBz)-OH e ja foram mostrados e
discutidos nos itens 5.1.1 e 5.1.22.

A Figura 62 apresenta o espectro de RMN **C do composto 25, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de dois sinais em 172,92 e 168,39 ppm
referentes as carbonilas do C-5" e C-1’, respectivamente. Observam-se também os
sinais dos carbonos aromaticos C-7’, C-9’, C-10’ e C-8’, respectivamente em 135,27;
128,61; 128,44 e 128,30 ppm. Observa-se o desaparecimento dos sinais em 79,90 e
28,31 ppm referentes aos carbonos do terc-butil, o que indica a remoc¢édo do grupo
protetor. Além destes observam-se outros sinais em 67,19; 52,54; 29,88 e 25,21
ppm referentes aos C-6’, C-2', C-4" e C-3 da porgdao H-L-glutamico(OBz),
respectivamente.

O sinal em 77,38 ppm é referente ao C-3. Os demais sinais sao referentes
aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios presentes

na porc¢éao estigmasterol (R) e mostrados anteriormente no item 5.1.1.
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5.1.24 Mecanismo proposto para as reacdoes de acoplamento entre o
estigmasterol e os Boc-aminoacidos com DCC

Nas reacdes de acoplamento entre o estigmasterol e os Boc-aminoacidos
utilizou-se o reagente de acoplamento DCC (dicicloexilcarbodiimida) para ativacao
da porcao acido carboxilico, em meio basico.*

De acordo com 0 mecanismo proposto, na primeira etapa reacional ocorre a
desprotonacdo do &cido carboxilico da porcdo aminoacido protegido (A) pelo
nitrogénio da base DMAP (dimetilaminopiridina, B). O oxigénio do ion carboxilato
(C), formado anteriormente, atua como nucledfilo e adiciona-se a dupla ligacdo da
DCC (D) formando a o-acil isouréia (E) que por sua vez, através do ataque do par de
elétrons presente no oxigénio do &lcool da porcdo estigmasterol (F), forma um
intermediario tetraédrico (G). Na ultima etapa reacional o intermediério tetraédrico
(G) se desfaz formando o produto principal (H) e a N,N’-dicicloexiluréia (DCU, 1), que
por ser insoluvel em cloroférmio ou diclorometano, é filtrada do meio reacional

(Esquema 20).%*°
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Esquema 20: Mecanismo das reacdes de acoplamento com estigmasterol usando

como reagente de acoplamento o DCC.
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5.1.25 Mecanismo proposto para as reacdoes de acoplamento entre o
estigmasterol e os Fmoc-aminoacidos com BOP-CI

Nas reacdes de acoplamento entre o estigmasterol e os Fmoc-aminoacidos
utilizou-se o reagente de acoplamento BOP-Cl (cloreto de bis(2-oxo-3-
oxazolidinil)fosfonico).'3¢

Na primeira etapa reacional ocorre uma reacao acido-base entre a porcao
aminoacido protegido (A) e a base, neste caso a trietilamina (B), formando o ion
carboxilato (C). ApGs, ocorre a reacao do ion carboxilato (C) com o BOP-CI (D) e a
formacdo do anidrido misto intermediario (E), que é bastante reativo devido a
possibilidade de catélise basica intramolecular pela espécie carbonil oxazolidinona
do anidrido misto.**

Entdo, o anidrido misto (E) reage com o alcool da por¢cédo estigmasterol (F)
formando um intermediario tetraédrico (G) que, através de prototropismo, forma o

produto de acoplamento desejado (H) (Esquema 21).1%¢
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Esquema 21: Mecanismo das reacdes de acoplamento com estigmasterol usando

como agente de acoplamento o BOP-CI.
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A remocéao do grupo protetor Boc (terc-butiloxicarbonil) ocorre na presencga de

meio 4cido, neste caso uma solucdo de 50% de TFA em diclorometano. Na prim

eira

etapa reacional, o par de elétrons do oxigénio da carbonila do Boc-aminoacido-

estigmasterol (A) abstrai o hidrogénio do acido trifluoracético (B), tornando-se

protonado (C). Apds, ocorre a eliminacdo do cation terc-butil (D) e a liberacdo de

CO,, formando o produto desejado (E) (Esquema 22).**’

(e}
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R = Porcao estigmasterol

CF3

Esquema 22: Mecanismo de remocéo do grupo protetor Boc.
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5.1.27 Mecanismo de remoc¢éao do grupo protetor Fmoc

A remocdo do grupo protetor Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonil) ocorre na
presenca de meio basico, neste caso uma solucdo de 10% de dietilamina em DMF.
O mecanismo de remocdo ocorre através de uma reacao de eliminacdo B do tipo
El., conforme Esquema 23. Na primeira etapa reacional ocorre a abstracdo do
hidrogénio relativamente acido do anel da porcdo Fmoc-aminoacido-estigmasterol
(A) pela base dietilamina (B) formando um carbanion (C). Apds, ocorre a formacao
do composto dibenzofulveno (D) e do produto desejado (E).**’

Aminas secundarias adicionam-se ao dibenzofulveno (D) formado

anteriormente para evitar reagdes secundarias com o produto desprotegido (E).**’

O 8
O e

R — O
H Ha
G o} N\)J\O/R * \/2\)‘\/
(B) T
© °©

(D
OG o (H\)io/R T ;Q + HI?QCLO/R * 00,
O ©)

R = Porgéo estigmasterol

Esquema 23: Mecanismo de remocao do grupo protetor Fmoc.
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5.2 Obtencéo dos derivados do &cido ursélico (2)

As reacdes de derivatizacdo do acido ursdlico (2) foram realizadas utilizando
acido ursolico comercial obtido pelo Sigma-Aldrich.

O composto acido acetil ursdlico (26) foi obtido através da reacdo do acido
ursélico (2) com anidrido acético em piridina seca conforme descrito por Gnoatto et
al. (2008), com rendimento de 91,7%. Os compostos acetil ursélico-prolina-OMe
(27), acetil ursolico-prolina-CN (28) e acetil ursdlico-prolina-prolina-OMe (29) foram
obtidos através de duas etapas reacionais conforme método descrito por Gnoatto et
al. (2008). Na primeira etapa, o acido acetil ursoélico reage com cloreto de oxalila
para gerar um cloreto acido bastante reativo que entdo, em uma segunda etapa,
reage com o aminoacido H-prolina-OMe, H-prolina-CN ou H-prolina-prolina-OMe,
respectivamente, em meio basico de trietilamina. Os rendimentos foram de 72,8%,
27,8% e 82,2%, respectivamente (Esquema 24).%?

Os compostos acido ursolico-prolina-OH (30) e acido ursdlico-prolina-CN (31)
foram obtidos através das reagBes de hidrélises dos compostos 27 e 28,
respectivamente, com NaOH 4N em uma mistura de metanol:THF (2:3), com
rendimentos de 55,1% e 54%, respectivamente. O composto acido ursélico-prolina-
prolina-OH (32) foi obtido através da reacao de hidrolise do composto 29 com NaOH

1N, com rendimento de 40,8% (Esquema 24).
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Esquema 24: Sinteses dos derivados (26-32) do acido ursdlico (2).

5.2.1 Dados de RMN *H e RMN *3C referentes ao acido ursolico (2)

Em todos os derivados obtidos permanece a estrutura basica do &cido
ursélico (2), por isso os dados de RMN 'H e RMN *3C uni e bidimensionais
referentes a esta estrutura serdo mostrados neste item.

A Figura 63 mostra o espectro de RMN 'H do composto comercial acido
ursolico (2), em DMSO a 400,13 MHz, onde se observa a presenca de um tripleto
referente ao hidrogénio olefinico ligado ao carbono C-12 em 5,13 ppm (J =6,8 e 3,3
Hz, 1H). Também se observa a presenca de um multipleto entre 2,98-3,02 ppm
referente ao hidrogénio ligado ao carbono C-3. O singleto em 4,25 ppm é referente
ao H da hidroxila (o solvente DMSO favorece o aparecimento dos sinais dos
hidrogénios de troca lenta). Na regido de campo alto, entre 0,66—2,12 ppm observa-
se a presenca de varios outros sinais relativos aos hidrogénios dos grupos

metinicos, metilénicos e metilicos presentes no acido ursalico.
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Figura 63: Espectro de RMN *H do &cido ursélico (2) em DMSO.

A Figura 64 mostra o espectro de RMN **C desacoplado do acido ursélico (2),
em DMSO a 100,62 MHz, onde se observa a presenca de um sinal em 178,12 ppm
referente ao carbono da carboxila e os sinais dos carbonos olefinicos C-12 e C-13
em 124,48 e 138,08 ppm, respectivamente, além de um sinal em 76,77 ppm
referente ao C-3. Observam-se também varios outros sinais entre 15,10-54,70 ppm
referentes aos carbonos metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios presentes
no acido ursolico.

Através dos espectros bidimensionais, COSY e HSQC, foi possivel realizar
todas as atribuigbes referentes aos hidrogénios e carbonos nos espectros de RMN
'H e RMN *3C do acido ursélico.

No espectro bidimensional RMN COSY 'H-'H (Figura 65) foi possivel
observar todos os acoplamentos entre os hidrogénios, possibilitando a realizacédo da

maioria das atribuigbes. Aquelas atribuicdes que ndo puderam ser realizadas com o
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COSY foram feitas através do espectro bidimensional RMN HSQC 'Jy.c (Figura 65)
onde se observa os acoplamentos carbono-hidrogénio a uma ligacgéo.

O espectro de DEPT 135 encontra-se juntamente com o espectro de HSQC,
onde se observa que os sinais referentes aos carbonos secundarios (C-1, C-2, C-6,
C-7, C-11, C-15, C-16, C-21 e C-22) encontram-se em azul e os sinais referentes
aos carbonos primérios e terciarios encontram-se em vermelho. Os carbonos
guaternarios, uma vez que nao acoplam com nenhum hidrogénio a uma ligacdo, nao

aparecem neste espectro (Figura 65).
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Figura 64: Espectro de RMN *3C do &cido ursélico (2) em DMSO.
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5.2.2 Obtencéo do acido acetil ursolico (26)

A estrutura do composto acido acetil ursolico (26), sintetizado conforme item
5.2, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 66 mostra o espectro de RMN *H do composto 26, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de um tripleto em 4,96 ppm (J =15,4e 7,8
Hz; 1H) referente ao H-3 e um singleto em 2,04 ppm referente ao CH3z do grupo
acetil, confirmando a obtengcdo do composto 26. Os demais sinais sao relativos aos
hidrogénios dos grupos olefinicos, metinicos, metilénicos e metilicos presentes na
porcéo acido ursolico (R') e mostrados anteriormente no item 5.2.1.

A Figura 67 mostra o espectro de RMN **C do composto 26, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa os sinais em 182,98 e 170,90 ppm referentes as
carbonilas C-28 e C-1’, respectivamente. Também se observa um sinal em 81,01
ppm referente ao C-3. O sinal em 21,14 ppm é referente ao CHz do grupo acetil.

Os demais sinais sédo relativos aos carbonos olefinicos, metinicos,
metilénicos, metilicos e quaternarios presentes na porcdo Aacido ursélico (R') e

mostrados anteriormente no item 5.2.1.
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5.2.3 Obtencéo do acetil ursdlico-prolina-OMe (27)

A estrutura do composto acetil ursolico-prolina-OMe (27), sintetizado
conforme item 5.2, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 68 mostra o espectro de RMN *H do composto 27, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de dois singletos em 3,60 e 1,97 ppm
referentes aos 3 hidrogénios ligados no C-6' da porgdo H-prolina-OMe e aos 3
hidrogénios do grupo acetil, respectivamente. Observa-se também um multipleto
entre 4,35-4,38 ppm referente ao H-4’ e dois multipletos entre 3,75-3,84 e 3,38-3,46
ppm referentes aos dois hidrogénios ligados no C-1’. Os multipletos entre 2,07-2,14
e 1,81-1,86 ppm sédo referentes aos H-3’'a, H-3'b e 2H-2’, respectivamente. Os
demais sinais sao referentes aos hidrogénios olefinicos, metinicos, metilénicos e
metilicos presentes na porcdo 4acido ursélico (R') e mostrados e discutidos
anteriormente no item 5.2.2.

A Figura 69 mostra o espectro de RMN **C do composto 27, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de trés sinais em 175,49; 173,23 e 170,91
ppm referentes as carbonilas C-28 e C-5’ da porgéo H-prolina-OMe e referente a
carbonila do grupo acetil, respectivamente. Também se observa os sinais em 61,20;
51,85; 47,65; 33,43 e 27,42 ppm referentes aos carbonos C-4’, C-6’, C-1’, C-3’ e C-2’
da porcdo H-prolina-OMe, respectivamente. O sinal em 21,23 ppm é referente ao
CHj3 do grupo acetil.

O sinal em 80,95 ppm ¢€ referente ao C-3 e 0s demais sinais sdo referentes
aos carbonos presentes na porcdo acido ursélico (R') e ja& mostrados anteriormente

no item 5.2.1.
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5.2.4 Obtencéo do acetil ursdlico-prolina-CN (28)

A estrutura do composto acetil ursolico-prolina-CN (28), obtido conforme item
5.2, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 70 mostra o espectro de RMN *H do composto 28, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa a presenca de um multipleto entre 4,59-4,61 ppm
referente ao H-4’ e de dois multipletos entre 3,66-3,71 e 3,44-3,47 ppm referentes
aos dois hidrogénios ligados no C-1'. Os multipletos entre 2,07-2,14 e 1,85-1,87 ppm
sao referentes aos hidrogénios H-3’a, H-3’'b e 2H-2’, respectivamente, ambos da
porcdo H-prolina-CN. O singleto em 1,97 ppm é referente aos 3 hidrogénios do
grupo acetil.

Os demais sinais sdo referentes aos hidrogénios olefinicos, metinicos,
metilénicos e metilicos presentes na porcdo &cido ursélico (R') e discutidos
anteriormente no item 5.2.1.

A Figura 71 mostra o espectro de RMN **C do composto 28, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa a presencga de dois sinais em 175,81 e 170,91 ppm
referentes as carbonilas C-28 e C-1”, respectivamente. Também se observa um
sinal em 118,77 ppm referente ao carbono do grupo ciano (C=N). Os sinais em
49,33; 47,54; 33,80 e 27,95 ppm referentes aos carbonos C-4’, C-1’, C-3’ e C-2’' da
porcao H-prolina-CN, respectivamente. O sinal em 21,13 ppm é referente ao CH3 do
grupo acetil.

O sinal em 80,89 ppm é referente ao C-3 e 0s demais sinais sdo referentes
aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios presentes

na porcéo acido ursolico (R) e ja mostrados anteriormente no item 5.2.1.
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5.2.5 Obtencéo do acetil ursolico-prolina-prolina-OMe (29)

A estrutura do composto acetil ursolico-prolina-prolina-OMe (29), obtido
conforme item 5.2, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 72 mostra o espectro de RMN *H do composto 29, em CDCl; a
200,13 MHz, onde se observa a presenca de dois singletos em 3,59 e 1,95 ppm
referente aos 3 hidrogénios ligados no C-11’ da porg¢ao H-prolina-prolina-OMe e aos
3 hidrogénios do grupo acetil, respectivamente. Observa-se também um multipleto
entre 4,40-4,48 ppm referente aos hidrogénios ligados no C-9’ e C-4’. O multipleto
entre 3,71-3,77 ppm é referente aos hidrogénios H-6’a e H-1’a e o multipleto entre
3,47-3,48 ppm é referente aos hidrogénios H-6'b e H-1’b. O multipleto entre 2,05-
2,15 ppm é referente aos hidrogénios 2H-8 e 2H-3’. O multipleto entre 1,24-1,86
ppm é referente aos hidrogénios 2H-7" e 2H-2’ da porcdo H-prolina-prolina-OMe e a
dezesseis hidrogénios da porcéo acido ursolico. Os demais sinais séo referentes aos
hidrogénios da porcdo &cido ursélico (R') e ja foram mostrados e discutidos
anteriormente no item 5.2.1.

A Figura 73 mostra o espectro de RMN *3C do composto 29, em CDCl; a
50,32 MHz, onde se observa a presenca de quatro sinais em 175,12; 173,03; 170,85
e 170,88 ppm referentes as carbonilas C-28, C-10’ e C-5" da por¢do H-prolina-
prolina-OMe e referente a carbonila do grupo acetil, respectivamente. Também se
observa os sinais em 60,27; 58,43; 51,95; 47,86; 46,31; 33,43; 31,52; 26,56 e 25,23
ppm referentes aos carbonos C-4’, C-9', C-11’, C-1’, C-6’, C-3’, C-8’, C-7" e C-2’ da
porcado H-prolina-prolina-OMe, respectivamente. O sinal em 21,22 ppm é referente
ao CHs do grupo acetil.

Os demais sinais sao referentes aos carbonos presentes na por¢cdo acido

ursélico (R) e ja mostrados anteriormente no item 5.2.1.
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5.2.6 Obtencéao do acido ursolico-prolina-OH (30)

A estrutura do composto acido ursadlico-prolina-OH (30), sintetizado conforme
item 5.2, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 74 mostra o espectro de RMN *H do composto 30, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa o desaparecimento dos dois singletos em 1,97 e 3,60
ppm correspondentes as metilas do grupo acetil e da metoxila, respectivamente,
confirmando a hidrolise do composto 27.

Observa-se um multipleto referente ao H-3 entre 3,12-3,16 ppm
(deslocamento quimico diferente daquele apresentado para o acido ursolico (2)
devido ao uso de CDCI3; ao invés de DMSO). Os demais sinais séo referentes aos
hidrogénios da porcdo &cido ursélico (R') e da porcdo H-L-prolina e ja foram
mostrados e discutidos anteriormente nos itens 5.2.1 e 5.2.3.

A Figura 75 mostra o espectro de RMN **C do composto 30, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais em 51,85 e 21,23 ppm
referentes as metilas da metoxila e do grupo aceti do composto 27,
respectivamente, confirmando a hidrélise destes grupos. Observam-se também o0s
sinais em 178,92 e 173,98 ppm referentes as carbonilas C-28 e C-5,
respectivamente. Os sinais em 62,36; 49,06; 33,62 e 27,11 ppm sao referentes aos
carbonos C-4’, C-1’, C-3’ e C-2’, respectivamente.

O sinal em 79,00 ppm é referente ao C-3 e 0s demais sinais sdo referentes
aos carbonos olefinicos, metinicos, metilénicos, metilicos e quaternarios presentes

na porcéo acido ursolico (R) e ja mostrados anteriormente no item 5.2.1.
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5.2.7 Obtencéo do acido ursolico-prolina-CN (31)

A estrutura do composto acido ursélico-prolina-CN (31), sintetizado conforme
item 5.2, foi confirmada por RMN *H e RMN *3C.

A Figura 76 mostra o espectro de RMN *H do composto 31, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa o desaparecimento do singleto em 1,97 ppm referente
ao CHj3; do grupo acetil, confirmando a hidrélise deste grupo. Observa-se também
que o multipleto referente ao H-3 encontra-se entre 3,11-3,15 ppm (deslocamento
quimico diferente daquele apresentado para o acido ursdlico (2) devido ao uso de
CDCl; ao invés de DMSO). Os demais sinais sdo referentes aos hidrogénios
olefinicos, metinicos, metilénicos e metilicos presentes nas porcdes H-prolina-CN e
acido ursoélico (RY) e ja foram discutidos anteriormente nos itens 5.2.1 e 5.2.4.

A Figura 77 mostra o espectro de RMN **C do composto 31, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais em 170,91 e 21,13 ppm
referentes ao grupo acetil, confirmando a hidrélise do mesmo. O sinal em 79,04 ppm
é referente ao C-3 e os demais sinais sao referentes as porc¢des do acido ursélico
(R%) e H-prolina-CN e ja foram mostrados e discutidos nos itens 5.2.1 e 5.2.4.
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5.2.8 Obtencéo do acido ursolico-prolina-prolina-OH (32)

A estrutura do composto acido ursélico-prolina-prolina-OH (32), obtido
conforme item 5.2, foi confirmada por RMN *H e RMN **C.

A Figura 78 mostra o espectro de RMN *H do composto 32, em CDCl; a
400,13 MHz, onde se observa o desaparecimento dos singletos em 3,59 e 1,95 ppm
referentes as metoxila da porcdo H-prolina-prolina-OMe e do grupo acetil,
respectivamente. Isto comprova a hidrolise destes grupamentos.

O multipleto referente ao H-3 encontra-se entre 3,14-3,16 ppm (deslocamento
quimico diferente daquele apresentado para o acido ursdlico (2) devido ao uso de
CDCl3 ao invés de DMSO). Os demais sinais sao referentes aos hidrogénios da
porcdo éacido ursdlico (R') e da porcdo H-prolina-prolina e ja foram mostrados e
discutidos anteriormente nos itens 5.2.1. e 5.2.5.

A Figura 79 mostra o espectro de RMN **C do composto 32, em CDCl; a
100,62 MHz, onde se observa o desaparecimento dos sinais em 170,88; 51,95 e
21,22 ppm referentes a carbonila do grupo acetil, a metila do grupo metoxila e a
metila do grupo acetil, confirmando a hidrélise destes grupos a partir do composto
29. Os sinais em 175,60; 174,12 e 172,44 ppm sao referentes as carbonilas C-28, C-
10’ e C-5'. Os sinais em 60,18; 59,79; 48,02; 47,25; 33,48; 31,53; 27,27 e 27,08
ppm sao referentes aos carbonos da porcao H-prolina-prolina-OH, respectivamente
c-4,C-9,C-1,C-6,C-3,C-8,C-7 e C-2.

O sinal em 79,05 ppm é referente ao C-3 e 0s demais sinais sdo referentes
aos carbonos presentes na porc¢éo acido ursélico (R') e ja mostrados anteriormente

no item 5.2.1.
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5.2.9 Mecanismo proposto para as reacfes de acoplamento entre o &cido

acetil ursélico e os aminoacidos com cloreto de oxalila

As reacdes de derivatizagdo do acido acetil ursélico foram feitas inicialmente
a partir da ativagdo do acido carboxilico (A) com cloreto de oxalila (B), gerando um
cloreto acido (C). Apds, em uma segunda etapa reacional, ocorreu a reacdo de
acoplamento com o aminoacido (D) na presenca da base trietilamina (geralmente
utilizadas para neutralizar o HCI formado na etapa anterior e evitar a formacao da
amina em seu sal ndo reativo) e a formacado do produto desejado (E) (Esquema
25).137

o) ? o) o)
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)k Yo 1J\ Cl +
R’ OH R O
A) © g
(B)
(o 0 H* oH 0
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1 ch + Gl R o
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\/ )
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— — + CO + 2 +
A )L
R R’ Cl
! Y ©)
o
(O Base (O Base O
S 7o, 1
R\ I " D) R! NH—R? R NH—R?2
\/ G)

R" = Porgéo Acido Acetil Ursolico
R? = Porgdo Aminoéacido

Esquema 25: Mecanismo das reacdes de acoplamento com acido acetil ursolico

usando cloreto de oxalila.
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5.3 Ensaios Bioldgicos

5.3.1 Atividade antimicrobiana in vitro

Os compostos de partida utilizados neste trabalho, estigmasterol (1) e acido
ursolico (2), e varios de seus derivados ja relatados na literatura, sdo conhecidos por
apresentarem diferentes atividades bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana,
conforme demonstraram Moriarty et al. (1995), Gigante et al. (2009), Wolska et al.
(2010) e Vida et al. (2012), sendo que os dois primeiros estudos destacam o fato de
que geralmente esterdis-amino conjugados apresentam atividade
antimicrobiana.3!343915

Assim, considerando-se estes relatos, no presente trabalho foram avaliadas
as atividades antimicrobianas dos derivados sintetizados frente a uma colecédo de
micro-organismos patogénicos através do método de microdiluicdo em caldo.

Nestes ensaios de atividade antimicrobiana foram medidas a concentracao
inibitéria minima  (CIM) e a concentracdo letal minima (CLM), sendo a primeira
relacionada com a minima concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento
de um determinado micro-organismo, € a segunda associada a capacidade letal
minima que, este mesmo composto, é capaz de exercer sobre 0s micro-organismos
testados.

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos nos testes de atividade frente as
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas realizados com alguns dos derivados do
estigmasterol e com alguns dos derivados do acido ursdlico. Realizou-se também os
testes de atividade antimicrobiana do estigmasterol (1) e do acido ursélico (2) a fim
de verificar se houve incremento do potencial antimicrobiano dos compostos
sintetizados.

Da mesma forma, testou-se a atividade antifingica de todas as amostras

frente a sete fungos patogénicos. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 2: Atividade antimicrobiana de alguns derivados do estigmasterol e acido ursélico - cim (ug/mL).

Bactérias Gram-Positivas Bactérias Gram-Negativas
Amostras
Sa Bs Bc Es Ea Ec Etc Pa Bkc Ss St Mm
CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM

Estigmasterol | 199 100 | 100 >100 | 100 >100 | 125 100 | 50 >100 | 100 >100 | 50 >100 | 50 >100 | 25 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100

6 NT NT NT NT NT NT NT NT 100 >100 | NT NT NT NT NT NT | NT NT | NT NT | 100 >100 | NT NT
7 NT NT NT NT NT NT NT NT 100 >100 | NT NT NT NT NT NT | NT NT | NT NT | 100 >100 | NT NT
10 NT NT NT NT NT NT NT NT 50 >100 | NT NT NT NT NT NT | NT NT | NT NT | 100 >100 | NT NT
11 >100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 50 >100 | 50 100 50 >100 | 50 100 | 100 >100 | 100 100 | 100 >100 | 50 >100 | 100 >100
12 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 [ 50 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 >100 - 100 100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100
13 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | - >100 | 100 >100 | >100 >100 | >100 100 | >100 100
14 NT NT NT NT NT NT NT NT 100 >100 | NT NT NT NT NT NT | NT NT | NT NT | 100 >100 | NT NT
17 50 >100 | 50 100 50 >100 | 50 100 50 >100 | 50 100 50 >100 | 50 100 | 50 >100 | 50 >100 | 50 100 | 100 100
18 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 ( 25 >100 | 50 >100 [ 100 >100 | 50 >100 | 50 >100 | 25 =>100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100
21 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 50 100 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 =100 | 100 >100 | 100 >100
23 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 50 100 100 >100 | 100 >100 | 100 >100 | - >100 | 100 100 | 100 >100 | 100 >100 | 100 >100

Acido Ursdlico | 155 50 | g2 25 | 25 100 | 125 50 | 50 >100 | 50 >100 | 125 50 | 100 >100 | 100 >100 | 50 100 | 50 >100 | 25 100
26 25 100 | 25 100 | 50 >100 | 100 >100 | 50 >100 | 50 100 | 50 >100 | 100 >100 | 50 >100 | 100 >100 | 100 >100 | 50 100

Ampicilina 0,77 50 0,77 50 50 50 25 50 50 50 3,1 25 50 50 25 50 | 50 50 | 25 50 | 0,77 0,77 | 0,77 0,62
Azitromicina 0,77 50 0,77 0,77 | 155 155|155 62 |125 125|155 31 |0, 77 155 | 125 25 | 155 31| 31 31131 62|31 62

Levoflaxina o,7r o,77 | o,77 o,77 | 0,77 0,77 |0O,77 0,77 |0O,77 0,77 |0O,77 0,77 |0,77 0,777 | 0,77 0,77 | 0,77 0,77 | 0,77 0,77 | 0,77 0,77 | 0,77 0,77

#ATCC (American Type Culture Collection): Sa-Staphylococcus aureus; Bs-Bacillus subtilis; Bc-Bacillus cereus; Es-Enterococcus spp.; Ea-Enterobacter aerogene; Ec-Escherichia coli;

Etc-Enterobacter cloacae; Pa-Pseudomonas aeroginosa; Bkc-Burkholderia cepacia; Ss-Shigella sonnei; St-Salmonella typhimurium; Mm-Morganella morganii.
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Tabela 3: Atividade antifungica de alguns derivados do estigmasterol e acido
ursolico - cIM (ug/mL).
Amostras Fungos
Ca Ct Ck Cp Cn Cg Sc
CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIM/CLM CIMICLM | CIM/CLM
Estigmasterol | 100 >100 | 100 >100 | 25 >100 | 50 >100 | 50 100 | >100 - | 100>100
6 100 >100 | 50 >100| 25 50 | 50 >100| 25 100 | 25 100 | 50 >100
7 100 >100 | 100 >100 | 25 100 | 100 >100 | 50 >100 | 50  >100 | 100 >100
10 100 >100 | 100 >100 | 25 50 | 50 >100 | 50 >100 | 25 100 | 100 >100
11 50 >100 | 50 >100 | 25 50 | 100 >100| 25 50 | 50 100 | 100 >100
12 100 >100 | 100 >100 | 25 50 | 100 >100 | 50 100 | 50 100 | 100 >100
13 100 >100 | 100 >100 | 50 >100 | 50 >100 | 50 100 | 50 100 | 100 >100
14 100 >100 | 100 >100 | 25 100 | 50 100 | 50 100 | 50 100 | 50 >100
17 100 >100 | 100 >100 | 50 >100 | 50 >100 | 50 >100 | 50  >100 | 100 >100
18 100 >100 | 100 >100 | 25 >100 | 100 >100 | 50 >100 | 50  >100 | 100 >100
21 100 >100 | 100 >100 | 50 100 | 100 >100 | 50 100 | 50 100 | 100 >100
23 100 >100 | 100 >100 | 50 >100 | 100 >100 | 100 >100 | >100 - | 100 >100
Acido Ursélico | 109 >100 | 100 >100 | 50 100 | 50 >100 | 50 100 | 50 100 | 100>100
26 100 >100 | 100 >100 | 25 50 | 100 >100 | 50 >100 | 100 >100 | 100 >100
Nistatina | 0,77 31 |152 31 |077 077 [077 077 [ 152 31 | 31 31 |15231

2ATCC (American Type Culture Collection): Ca-Céandida albicans, Ct-Candida tropicalis; Ck-Candida krusei; Cp-

Candida parapslosis; Cn-Cryptococcus neoformans; Cg-Cryptococcus gatti; Sc-Sacharomces cerivisae

O Unico composto que demonstrou capacidade antimicrobiana frente a quase
todas as cepas de bactérias testadas, principalmente Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Enterococcus spp. e Enterobacter cloacae, foi o &cido ursolico (2).
Na atividade antifiingica, o &cido ursdlico demonstrou baixa capacidade de inibi¢ao.

O estigmasterol (1) e os demais derivados testados apresentaram baixa
capacidade antimicrobiana frente as mais diversas cepas de bactérias e fungos. Os
resultados obtidos podem estar relacionados a baixa solubilidade que a maioria dos
compostos apresentou no DMSO, utilizado como solvente no teste, o que
impossibilitou a real analise dos mesmos frente aos micro-organismos.

Alguns dos compostos sintetizados ndao puderam ser analisados devido a este
fator de solubilidade, sendo observada inclusive a precipitacdo de alguns destes

compostos no decorrer dos experimentos.
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5.3.2 Ensaios de inibicdo enzimética

Apesar de ndo haver um completo entendimento na literatura sobre a
natureza e a extensdo do sistema colinérgico, as observa¢fes gerais dos
pesquisadores quanto ao déficit colinérgico, principalmente em pacientes com DA,
levou a estratégia de aumento colinérgico para o tratamento sintomatico da doenca,
sendo a melhor abordagem aquela que inibe a enzima AChE e aumenta ou restaura
os niveis de ACh no espaco sinaptico e como consequiéncia melhora a transmisséo
colinérgica. Este fato é facilmente observado devido ao fato de que todos os
farmacos aprovados hoje para o tratamento da doenca de Alzheimer sédo fortes
inibidores da enzima AChE. 8828’

Também existem varios indicios na literatura da participacéo da enzima BChE
nesta desordem neurodegenerativa que afeta cerca de 13 milhdes de pessoas no
mundo, principalmente quando a enzima AChE esta ausente ou com sua atividade
comprometida.®8687

A POP é outra enzima com diversos relatos na literatura que demonstram seu
envolvimento em doencas neurodegenerativas e psiquiatricas. Varios estudos
relatam que pacientes com estes tipos de desordem apresentam 0s niveis séricos
da POP alterados e, atualmente, os farmacos aprovados para o tratamento destes
transtornos tentam restaurar os niveis de POP no soro dos pacientes.®® "2

Por este motivo, o Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN) tém
procurado, a partir de plantas medicinais, compostos isolados ou produtos de
sintese ou semi-sintese, encontrar novos inibidores destas enzimas através de teste
in vitro baseados na absorbancia e fluorescéncia dos respectivos substratos.??3

Neste contexto, o estigmasterol (1) e a acido ursélico (2), assim como todos
os seus derivados (4 - 32), foram submetidos aos testes de inibicdo enzimatica
frente a estas trés enzimas. Os resultados sdo apresentados na forma de graficos de
barras, para melhor comparacao dos resultados obtidos.

Na atividade de inibichdo da POP ocorre a formagdo da 7-amino-4-
metilcumarina (AMC) através da reacao de hidrélise do substrato ZGP-AMC (N-
benziloxicarbonil-Gli-Pro-metilcumarinil-7-amida) entre a porcao prolina e a AMC
(Figura 80), sendo este ensaio baseado na medida de fluorescéncia da quantidade

de AMC formado.*%®
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Figura 82: Percentual de inibicdo frente & enzima POP dos derivados do &cido

ursolico na concentracdo de 200 puM.

Nos ensaios de inibicdo da POP também foi observada uma baixa
solubilidade da maioria dos compostos no solvente utilizado para o teste, 0 DMSO.
Apesar disto, os compostos H-L-prolina-estigmasterol (8), N-4-N-Fmoc-amino-L-
prolina-estigmasterol (15), acido wursélico (2) e acido acetil ursolico (26)
apresentaram porcentagens de inibicdo de 62,83%, 67,79%, 69,36% e 67,03%,
respectivamente. ApdOs este ensaio de prospeccdo preliminar de inibicdo na
concentracéo de 200 pM, foi determinada a ICs frente & POP dos quatro compostos
gue apresentaram as melhores taxas de inibicdo. Os resultados obtidos de ICsp em
MM, encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4: Atividade inibitéria dos compostos com maior porcentagem de inibicdo

frente & POP, na concentracdo de 200 uM, e os seus respectivos ICxo.

% DE INIBICAO POP ICso POP
COMPOSTOS
(200 pMm) (LM)
H-L-PROLINA-ESTIGMASTEROL (8) 62,83 +5,8 164,8 + 8,5
N-4-N-FMOC-AMINO-L-PROLINA-ESTIG. (15) 67,79 +3,0 75,66 +6,3
ACIDO URSOLICO (2) 69,36 + 2,2 0,55+6,4
ACIDO ACETIL URSOLICO (26) 67,03 +0,2 97,78+0,4
ACIDO CLOROGENICO* 84,55+0,3 -

* Controle Positivo

A Figura 81 indica que, em relacdo ao estigmasterol (1) propriamente dito, a
maioria de seus derivados apresentou atividade inibitéria da POP aumentada apdés a
introducdo dos aminoacidos em sua estrutura, sendo que os trés compostos mais
ativos (8, 15, 23) sdo aqueles onde os grupos protetores Boc ou Fmoc foram
removidos. Os compostos 8 e 15, com porcentagem de inibicdo acima de 60% e I1Csg
de 164,8 uM e 75,66 uM, respectivamente, possuem a estrutura prolina/pirrolidina
(amina ciclica com anel de 5 membros contendo quatro atomos de carbono e um
atomo de nitrogénio) com seu grupo amino livre, o0 que pode indicar uma possivel
relacdo estrutura-atividade, pois este fato ndo € tdo pronunciado quando ocorre a
remocdo do grupo protetor do NH, ligado ao anel pirrolidina (16), onde a
porcentagem de inibicdo é menor que 5%.

Alguns compostos tiveram a atividade diminuida quando comparados com o
estigmasterol, sdo eles benzoil estigmasterol (5), estigmasterol-prolina-prolina-OMe
(13), H-L-alanina-estigmasterol (19), H-L-glicina-estigmasterol (21) e H-L-
glutamico(OBz)-estigmasterol (25). Neste caso podemos notar que, com excec¢éo do
H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23), a presenca do NH, desprotegido desfavorece a
atividade de inibicdo da POP. O composto 23 possui uma porcentagem de inibicao
54,68% de inibicdo e provavelmente isto se deve a algum efeito sinérgico do NH, na
presenca do enxofre, pois quando o NH; esta protegido com o grupo protetor Fmoc
a atividade é reduzida a 22,69%.

Todos os demais compostos tiveram as percentagens de inibicdo frente a
POP inferiores a 40%.

A Figura 82 mostra que, ao contrario dos derivados do estigmasterol, os
derivados do acido ursolico (2) ndo apresentaram um aumento da capacidade de
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inibicdo da POP apds a introducdo dos aminodcidos em sua estrutura, sendo que o
anico derivado com atividade inibitéria semelhante ao composto 2 € o acido acetil
ursolico (26), com porcentagem de inibicdo de 67,03% e ICso de 97,78 uM.

De forma geral, observa-se que os valores de inibicdo da POP dos derivados
do é&cido ursdlico foram superiores aos obtidos com os derivados do estigmasterol.
Todos os derivados, com excecdo do acetil ursélico-prolina-OMe (27), possuem
porcentagens de inibicdo acima de 40%. Os valores obtidos foram 47,46%, 48,03%
e 43,64%, respectivamente para acetil ursolico-prolina-CN (28), acetil ursdlico-
prolina-prolina-OMe (29) e acetil ursolico-prolina-prolina-HO (32).

Quando comparamos estes resultados obtidos com estudos feitos por
Rahman et al. (2002) e Park et al. (2005), onde o primeiro relata que um triterpeno
pentaciclico denominado Terminalina A (159) inibe a POP com ICsode 72,23 uM, e o
segundo que relata que o &cido ursolico e seu isébmero &cido oleandico inibem a
POP de uma maneira dose-dependente com ICsy de 17,2 e 225 uM,
respectivamente, constatamos que o0s valores obtidos, apesar de ndo serem

extraordinarios, aproximam-se daqueles encontrados na literatura (Figura 83).1314°

o :

= (158)
H,yC CH,

OH

Figura 83: Estrutura da Terminalina A (159).

Nas atividades de inibicdo das enzimas AChE e BChE, as respectivas
enzimas hidrolisam os substratos ACTI ou BCTI que reagem com o DTNB para
produzir o composto 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitro-benzoato de
coloracdo amarela, que € medido no comprimento de onda de 405 nm (Esquema
26). A Figura 84 mostra as atividades dos compostos derivados do estigmasterol

frente & AChE e a Figura 85 as atividades dos derivados do &cido ursélico.***
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Figura 85: Percentual de inibicdo frente a enzima AChE dos derivados do &cido

ursolico na concentracdo de 200 puM.

Os resultados de inibicdo da enzima AChE dos derivados sintetizados a 200
MM sé&o apresentados nas Figuras 84 e 85. Novamente nestes ensaios foi observado
gue muitos dos derivados obtidos apresentaram-se pouco sollveis no solvente de
trabalho, o DMSO, sendo este um dos fatores que mais afeta os resultados obtidos
nestes ensaios in vitro. Apesar disto, dez dos novos compostos testados - seis
derivados do estigmasterol e quatro derivados do &cido ursélico - apresentaram
porcentagens de inibicdo da AChE acima de 50% na concentracdo de 200 uM e
foram submetidos a determinacédo da ICso (concentracdo responsavel pela inibicédo
de 50% da enzima). Os resultados obtidos de ICsp em uM, e as respectivas
porcentagens de inibicdo encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5: Atividade inibitéria dos compostos com maior porcentagem de inibicao
frente & AChE, na concentracao de 200 UM, e os seus respectivos ICsy.

% DE INIBICAO AChE ICso AChE
COMPOSTOS
(200 um) (LM)

BOC-L-PROLINA-ESTIGMASTEROL (6) 76,30+ 1,5 99,0+ 8,8
FMOC-L-CISTEINA(tBu)-ESTIGMASTEROL (22) 57,01+ 7,4 126,5+1,7
H-L-CISTEINA(tBu)-ESTIGMASTEROL (23) 67,05 + 10,6 123,5+5,1
BOC-L-GLUTAMICO(OBz)-ESTIGMASTEROL (24) 78,38+ 8,7 97,49 5,0
N-BOC-4-N-FMOC-AMINO-L-PROLINA-ESTIG. (14) 53,72 +0,7 172,5+6,6
N-4-N-FMOC-AMINO-L-PROLINA-ESTIG. (15) 65,39+ 1,4 165,4 + 14,6
ACIDO URSOLICO (2) 48,09 +1,7 225,8+38,3

ACIDO ACETIL URSOLICO (26) 67,39 3,0 156,2 +1,1

ACETIL URSOLICO-PROLINA-CN (28) 51,42 +8,5 189,9+0,7
ACETIL URSOLICO-PROLINA-PROLINA-OMe (29) 66,27 £9,2 144,0 +3,3
ACIDO URSOLICO-PROLINA-PROLINA-OH (32) 76,63 +7,5 98,33+1,1
ESERINA* 98,58 +0,8 10,61 +1,6

*Controle positivo

Observando-se a Figura 84 e a Tabela 5, nota-se que dois compostos
derivados do estigmasterol destacam-se pelo valor de inibicdo da AChE superior a
70% e ICsp inferior a 100 pM, séo eles o Boc-L-prolina-estigmasterol (6) e o Boc-L-
glutamico(OBz)-estigmasterol (24) com 76,30% e 78,38% de inibicdo e IC5y de 99,0
UM e 97,49 uM, respectivamente, o que sugere que a presenca do grupo protetor
Boc pode aumentar a atividade de inibicdo da enzima AChE.

Outros dois compostos que também possuem atividade significativa frente a
esta enzima sdo o composto Fmoc-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (22) e seu analogo
desprotegido H-L-cisteina(tBu)-estigmasterol (23), com 57,01% e 67,05% de inibicdo
e 126,5 uM e 123,5 uM de ICsp, respectivamente. A partir destes resultados, pode-se
constatar que a presenca do enxofre no aminoacido cisteina pode influenciar na
atividade e que a remocéo do Fmoc aumenta a atividade de inibicéo.

Os compostos N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14), N-4-N-
Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15) e N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol
(16) possuem porcentagens de inibicdo de 53,72%, 65,39% e 31,85%,
respectivamente, o0 que sugere que, neste caso, a remog¢éo do grupo protetor Boc e
a presenca do grupo protetor Fmoc aumentam a atividade e que a auséncia do

Fmoc e a presenca do Boc diminui a atividade de inibigcdo da AChE.
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Os demais derivados do estigmasterol também se mostraram mais ativos na
inibicdo da AChE quando comparados com o estigmasterol (13,38%), com excec¢ao
do composto Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7) com 7,9% de inibicdo, o que mostra
gue a presenca dos aminoacidos, protegidos ou ndo, melhoram a atividade inibitoria
do estigmasterol frente & enzima AChE.

A Figura 85 e a Tabela 5 mostram que, com excecdo dos compostos acetil
ursolico-prolina-OMe (27), acido ursolico-prolina-OH (30) e acido ursolico-prolina-CN
(31), todos os demais derivados do acido ursdlico (2) se mostraram mais ativo
qgquando comparados com 0 composto 2, com porcentagens de inibicdo e ICsg
superiores a este. Estes resultados mostram que o acido ursolico e todos os seus
derivados séo potenciais inibidores da enzima AChE.

A Figura 86 mostra as atividades dos compostos derivados do estigmasterol

frente a BChE e a Figura 87 as atividades dos derivados do &cido ursdlico.
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Figura 86: Potencial de inibicdo frente a enzima BChE dos derivados do

estigmasterol na concentragéo de 200 pM.
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Figura 87: Potencial de inibicdo frente a enzima BChE dos derivados do &cido

ursolico na concentracao de 200 uM.

Os resultados obtidos nos ensaios de inibicdo da enzima BChE foram
insatisfatorios, uma vez que apenas trés compostos apresentaram porcentagem de
inibicdo acima de 40%, o N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17), o Boc-L-
glutdmico(OBz)-estigmasterol (24) e o acido ursodlico-prolina-prolina-OH (32) com
40,64%, 43,48% e 66,42%, respectivamente. A avaliagdo da ICsy foi realizada
apenas do composto 32. O resultado obtido de ICsy encontra-se na Tabela 6.

Os demais compostos apresentaram porcentagens de inibicdo em torno de
10%, tendo apenas dois compostos que mostraram atividade superior a 23%, o N-
Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16) e o acetil ursélico-prolina-prolina-OMe
(29).

Tabela 6: Atividade inibitoria do composto com maior porcentagem de inibigéo frente

a BChE, na concentracao de 200 uM, e o seu respectivo ICsy.

% DE INIBICAO BChE ICso BChE
COMPOSTOS (200 uM) (M)
ACIDO URSOLICO-PROLINA-PROLINA-OH (32) 66,42+ 7,7 177,1
ESERINA* 98,12 +0,1 -

*Controle positivo
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Estudos feitos por Sauvaitre et al. (2007) com diversos triterpenos
tetraciclicos mostram que, tanto frente & enzima AChE como BChE, os resultados de
ICso variam entre 18 nm até valores superiores a 10 um. No estudo feito por Yoon et
al. (2008) com dois esterois, Fucoesterol (160) e 24-hidroperoxi 24-vinilcolesterol
(161), os valores de ICs, obtidos frente a AChE foram de 500 e 389,1 uM e frente a
BChE de 421,72 e 176,46 UM, respectivamente. Em outro estudo feito por Richmond
et al. (2011) com esterdis é possivel observar que os derivados didis (162-163)
apresentam ICs, frente a AChE maior que 500 uM e que os derivados sulfatados
(164-165) apresentam ICsg entre 15 e 60 uM. Estudos de Oztiirk et al. (2011) relatam
o isolamento do &cido ursodlico e avaliacdo da atividade frente a AChE com ICs, de
93,8 uM. Portanto, comparando os valores obtidos para a inibicdo da AChE e BChE
com valores da literatura, observa-se que os compostos sintetizados neste trabalho

encontram-se proximos daqueles compostos encontrados na literatura (Figura 88).
9,142,143,144

(160) (161)

&

o}

(162) R' R = OH (163) R' RZ= OH
(164) R", R2 = 0SO;Na (165) R", R?= 0SO3Na

Figura 88: Estruturas dos compostos 160 — 165.
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Analisando em conjunto os resultados obtidos nos testes de inibigao
enzimatica observa-se que, de maneira geral, os compostos foram mais ativos frente
a enzima AChE, principalmente os derivados do acido ursdlico. Na atividade de
inibicdo da POP, quatro compostos apresentaram melhor atividade, sendo que a
introducdo dos aminoécidos na estrutura bésica do estigmasterol aumenta a
atividade do mesmo, fato que ndo ocorre nos derivados do acido ursolico. Na
atividade da AChE, dez derivados apresentaram atividade inibitoria significativa,
ocorrendo geralmente a melhoria da atividade tanto nos analogos do estigmasterol
quanto do &cido ursdlico. JA na atividade da BChE os resultados foram
insatisfatorios, apenas o composto &cido ursélico-prolina-prolina-OH (32) apresentou
atividade superior a 50%.

Observa-se também que o composto 32 apresentou eficiente capacidade
inibitéria tanto da enzima AChE (76,63%) quanto da BChE (66,42%) e, portanto,
pode ser considerado um inibidor colinesterasico dual o que, de acordo com estudos
feitos por Ballard (2002), pode proporcionar maior eficAcia no tratamento de

doencas, tal como a doenca de Alzheimer.**

5.3.3 Atividade Antitumoral in vitro

Os tumores malignos sao responsaveis por um nUumero expressivo e
crescente de pacientes em todo o mundo e representam a segunda causa de morte
no Brasil sendo, no ano de 2011, responsavel por 15,1% da taxa de mortalidade no
pais. Dentro deste contexto, o cancer colorretal ocupa a terceira posicdo mundial
entre todas as neoplasias malignas, sendo responsavel por 13.344 mortes no Brasil
em 2010.1%>°

Apesar da introducdo de novos farmacos no arsenal terapéutico contra o
cancer, varios tumores ainda ndo possuem um tratamento adequado e eficaz.
Portanto, torna-se imperativo encontrar e desenvolver novos quimioterapicos mais
eficientes. Neste contexto, a linhagem comercial HT-29 vem sendo utilizada como
modelo experimental para averiguar o efeito anticancerigeno de novos compostos

contra o cancer colorretal 11146
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Em 2005 Chiang et al. relataram que o acido ursélico e o acido acetil ursdlico
possuem ICso de 4,7 UM e ~ 10 pM, respectivamente, referente a citotoxicidade
frente & célula HT-29. Em 2009, Reyes-Zurita et al. realizaram a avaliagdo da
atividade antiproliferativa do acido maslinico (166), composto estruturalmente
relacionado ao acido ursélico, frente a linhagem de célula HT-29 e obtiveram um ICsg
de 28,8 pg/mL e ICgo de 37,5 pg/mL. Em 2011, Limami et al. relataram que o acido
ursolico inibe a proliferacéo celular e induz apoptose na linhagem de célula HT-29 de
uma maneira dose e tempo-dependente, com ICso de aproximadamente 25 pM em
48h (Figura 89).>3147>4

Figura 89: Estrutura do acido maslinico (166).

Existem na literatura varios estudos sobre a relacdo estrutura-atividade de
derivados do acido ursdlico relatando o fato de que um grupo doador de ligacBes de
hidrogénio na posicdo C-3 ou C-28 e uma carbonila na posi¢cdo C-17 aumenta a
atividade citotdxica, assim como a presenc¢a de um grupo amino tanto no C-3 quanto
no C-28 e a orientagao B do substituinte no C-3. Alguns estudos também revelaram
gue aqueles derivados do acido ursolico com éster na posicdo C-3 e amina na
posicdo C-28 resultam em derivados com forte inibicdo de tumores.3"43525

Por esse motivo, realizou-se a avaliacdo das atividades antitumorais in vitro
dos derivados do acido ursélico (2), compostos que, de maneira geral, apresentam
as condicdes necesséarias para a atividade citotoxica. As atividades antitumorais
foram feitas através de duas analises consecutivas, a primeira realizada ap6s 24
horas e que mediu a concentragdo das células vivas, fornecendo dados sobre o
efeito de viabilidade celular, ou seja, o quanto da amostra testada matou ou induziu

a morte das células por apoptose; e a segunda analise, realizada ap6s 72 horas, que
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forneceu dados sobre o efeito antiproliferativo das amostras testadas, ou seja, 0
quanto a amostra inibiu o crescimento das células tumorais.

Para a quantificacdo das células viaveis, foi utilizado o método colorimétrico
MTT. No ensaio do MTT, o sal de tetrazolium (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina), hidrossolivel e de coloragdo amarelada, é facilmente
incorporado por células viaveis, que reduzem este composto em suas mitocondrias
pela atividade da enzima succinato desidrogenase. Ao ser reduzido, o MTT é
convertido em um composto de coloracdo roxo-azulado, o formazan, insolivel em
agua, e que fica armazenado no citoplasma celular. Apés o ensaio, o formazan é
solubilizado em DMSO e quantificado colorimetricamente. A quantidade de formazan

formado é proporcional ao numero de células metabolicamente ativas (Esquema 27).
120,121,122
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Esquema 27: Reducdo do MTT (amarelo) em formazan (roxo-azulado).

Portanto, inicialmente, avaliou-se a atividade antitumoral do acido ursélico (2)
frente a linhagem de célula HT-29. Como pode ser observado na Figura 90, apds as
primeiras 24 horas, o 4cido ursolico inibe a linhagem celular HT-29 em mais de 50%
tanto na concentracdo mais baixa (3 pM) quanto na concentracdo mais alta (100
uM), sendo esta Ultima responsavel por inibir 62,12% das células tumorais.
Entretanto, foi observado que, ap0s 72 horas, todas as concentracdes testadas
inibiram menos que 2% das células ou ainda, nas duas concentragbes mais altas,
apresentaram atividade pré-carcinogénica, ou seja, aumentaram 0 numero de
células tumorais quando comparados com o0 controle — concentracdo zero. Estes
resultados indicam que a atividade antitumoral do acido ursélico esta relacionada a
um mecanismo de apoptose (morte celular) e ndo a um efeito antiproliferativo do

mesmo.
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As diferencas foram comparadas por andlise de varidncia seguida de teste post hoc de Tukey. ***
p<0,001.

Figura 90: Efeito antitumoral do &cido ursélico (2) na viabilidade e na taxa de

proliferacéo celular da linhagem de cancer colorretal HT-29.

A avaliacdo do potencial de inibicdo do acido acetil ursdlico (26) frente a
célula HT-29 também foi realizada e, como pode ser observado na Figura 91, apos
24 horas de ensaio, apenas a concentracao mais alta causou um efeito significativo
de inibicdo, com 44,92%. Apés 72 horas, os resultados foram semelhantes aos
encontrados para o acido ursolico (2), ou seja, a maioria dos compostos inibiu
menos que 10% das células, sendo a ultima concentracéo pré-carcinogénica.

O composto acetil ursoélico-prolina-CN (28), apds 24 horas, inibiu a linhagem
de célula HT-29, sendo a Ultima concentracdo responsavel pelo maior efeito de
inibicdo da viabilidade celular, de 33,75%. Apés 72 horas, o composto 28 apresentou
um pequeno efeito pro-carcinogénico em todas as concentracdes testadas, com

excecdo da concentracdo de 3 uM (Figura 91).
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Figura 91: Efeito antitumoral do acido acetil ursolico (26) e acetil ursélico-prolina-CN
(28) na viabilidade e na taxa de proliferacao celular da linhagem de cancer colorretal
HT-29.

Conforme Figura 92, o composto acido ursdlico-prolina-OH (30) inibe as
células tumorais em quase 50% em todas as concentracdes apds 24 horas, com
excecdo da concentracdo mais baixa (3 uM). Este resultado varia apdés 72 horas
onde, com excecdo da concentracdo de 3 UM, todas as demais apresentaram um
pequeno efeito pré-carcinogénico.

A atividade do acido ursélico-prolina-CN (31) pode ser observada na Figura
92. Apl6s 24 horas, o composto 31 foi eficiente, inibindo as células tumorais de
41,25% até 74,6%. Ja apos 72 horas, todas as concentracdes testadas deste

composto apresentaram um pequeno efeito pré-carcinogénico.
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Figura 92: Efeito antitumoral do &cido ursolico-prolina-OH (30) e &cido ursolico-
prolina-CN (31) na viabilidade e na taxa de proliferacdo celular da linhagem de

cancer colorretal HT-29.

Conforme Figura 93, o composto acido ursolico-prolina-prolina-OH (32) inibe
aproximadamente 56% do crescimento tumoral em todas as concentracfes testadas
apos 24 horas. No tempo de 72 horas, apesar da inibicdo ndo passar de 12%,
nenhuma concentragdo mostrou ser pré-carcinogénica, o que torna este novo
derivado do acido ursolico o composto mais interessante obtido neste trabalho do
ponto de vista de potencial antitumoral, superando em termos de atividade
anticancerigena inclusive o préprio acido ursoélico, o qual apresentou efeito pro-

carcinogénico apos 72 horas nas concentra¢des mais altas testadas.
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Figura 93: Efeito antitumoral do acido ursélico-prolina-prolina-OH (32) na viabilidade

e na taxa de proliferacao celular da linhagem de cancer colorretal HT-29.

Portanto, de uma maneira geral, os resultados obtidos nos testes antitumorais
frente a linhagem de célula HT-29, mostraram-se relativamente bons apés as
primeiras 24 horas, com inibicdo superior a 70% em alguns casos. Ja no tempo de
72 horas, apenas o composto acido ursélico-prolina-prolina-OH (32) ndo mostrou ser
pré-carcinogénico em nenhuma concentracao testada e pode ser considerado um
melhor antitumoral que o préprio &cido ursélico (2). Os resultados obtidos foram um
pouco diferentes daqueles encontrados na literatura, porém isto se deve ao fato de
que h& poucos relatos de atividade antitumoral com compostos semelhantes a estes,
com a mesma cultura de célula e o mesmo método de quantificacdo (MTT), o que

pode influenciar nos resultados obtidos. >*°*4



6. CONCLUSAO

Conforme os objetivos propostos para este trabalho de sintese de derivados
do estigmasterol e do acido ursolico, bem como a avaliacdo de suas atividades
biologicas, pode-se concluir que:

- As reacdes de derivatizacdo do estigmasterol (1) mediante esterificagéo e
acoplamento com diversos aminoacidos foram efetivas, uma vez que em todos 0s
casos os produtos desejados foram obtidos com rendimentos entre 20% e 99%.

- As reacOes de derivatizacao do acido ursolico (2) mediante esterificacéo e
acoplamento com o aminoacido prolina e derivados foram, da mesma forma, bem
sucedidas, com rendimentos entre 20% e 95%.

- A avaliagédo da atividade antimicrobiana in vitro de alguns dos derivados do
estigmasterol (1) e do acido ursoélico (2) mostrou que, com excec¢ao do proprio acido
ursélico, todos os demais compostos apresentam baixa capacidade inibitoria frente
as mais diversas cepas de bactérias e fungos. Este resultado pode estar associado
a baixa solubilidade que a maioria dos compostos apresenta no solvente utilizado no
teste, o DMSO.

- O potencial de inibicdo dos compostos sintetizados frente a enzima prolil
oligopeptidase (POP) mostrou que, de maneira geral, os derivados do estigmasterol
apresentaram atividade inibitéria aumentada apos a introducdo dos aminoacidos em
sua estrutura, sendo os melhores inibidores o H-L-prolina-estigmasterol (8) e 0 N-4-
N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15) com inibicdo de 62,83% e 67,79% e ICsg
de 164,8 uM e 75,66 uM, respectivamente. J4 os derivados do &cido ursélico nédo
apresentaram um aumento da capacidade de inibicdo da POP apds a introducdo dos
aminoacidos em sua estrutura, sendo que o Unico derivado com atividade inibitoria
semelhante ao composto 2 (69,36% de inibicdo e ICso de 0,55 uM) foi o acido acetil
ursolico (26), com porcentagem de inibicdo de 67,03% e ICsy de 97,78 pM.
Entretanto, a maioria dos derivados do acido ursdlico apresentou porcentagem de
inibicdo superior a 40%.

- Na analise do potencial de inibicdo frente a acetilcolinesterase (AChE) os
resultados obtidos foram mais satisfatorios, com porcentagens de inibicdo superiores

a 70% em alguns casos. Dentro deste contexto, dois derivados do estigmasterol e
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um derivado do acido ursdlico destacam-se, o Boc-L-prolina-estigmasterol (6), o
Boc-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (24) e o acido ursélico-prolina-prolina-OH (32)
com 76,30%, 78,38% e 76,63% de inibicdo e ICso de 99,0 uM, 97,49 uM e 98,33 uM,
respectivamente. Os demais derivados do estigmasterol e do acido ursolico também
demonstram ser mais ativos que o0s proprios compostos de partida, com
porcentagens de inibicdo entre 67% e 13%.

- Na atividade de inibicdo da butirilcolinesterase (BChE), apenas trés
compostos apresentaram valores superior a 40%, o N-4-N-amino-L-prolina-
estigmasterol (17), o Boc-L-glutamico(OBz)-estigmasterol (24) e o acido ursodlico-
prolina-prolina-OH (32) com 40,64%, 43,48% e 66,42%, respectivamente, e ICso de
177,1 uM no dltimo caso.

- O composto 32 apresentou eficiente capacidade inibitéria tanto da enzima
AChE quando da BChE e, portanto, pode ser considerado um inibidor
colinesterasico dual. A pesquisa por inibidores duais das colinesterases € de grande
interesse, uma vez que estes inibidores podem proporcionar maior eficacia no
tratamento de doencas, tal como a doenca de Alzheimer.

- Na andlise da atividade antitumoral frente a linhagem de célula HT-29
(colorretal) os resultados demonstram que, apds as primeiras 24 horas, os derivados
do &cido ursodlico possuem um considerado efeito de inibicdo da viabilidade celular,
com valores chegando a 70%. ApOs 72 horas, as porcentagens de proliferacédo
celular foram reduzidas e alguns compostos, em determinadas concentragdes,
demonstraram efeito pré-carcinogénico. O Unico composto que ap6s 72 horas ndo
aumentou o numero de células viaveis em nenhuma concentracdo testada foi o
acido ursélico-prolina-prolina-OH (32) e este pode ser considerado um candidato a
farmaco antitumoral. Estes resultados indicam que a atividade antitumoral do acido
ursélico e seus derivados estd mais relacionada a um mecanismo de apoptose
(morte celular) do que a um efeito antiproliferativo.

- Analisando todos os resultados obtidos, conclui-se que a maioria dos
derivados sintetizados contendo uma por¢cdo aminoacido aumentou o potencial de
inibicdo enzimatica, principalmente frente a POP e a AChE, e manteve ou melhorou
a capacidade antitumoral dos derivados do &cido ursolico. Apenas na atividade

antimicrobiana néo ocorreu melhoria do potencial de inibigéo.
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- Os resultados das atividades bioldgicas indicam a necessidade de que seja
encontrada uma nova estratégia para a realizacdo dos ensaios que favoreca a
solubilidade dos compostos sintetizados. Uma possivel estratégia a ser testada é a
mudanca do solvente dos testes, o DMSO, por solventes como o Tween 80. Outra
estratégia que nosso grupo de pesquisa adotara para aumentar a solubilidade de
alguns dos compostos obtidos é, quando possivel, a sua transformacdo em sais
(como sais de fosfato e sais de sodio) mais sollveis, o que tornara os resultados dos

ensaios biolégicos mais reprodutiveis.
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	O produto foi purificado em coluna cromatográfica tendo como eluente inicial hexano e eluente final acetato de etila (gradiente de polaridade).  O produto foi obtido com rendimento de 65,1%.
	Dados físicos: Boc-L-prolina-estigmasterol (6): C29H63NO4; 609,92 g/mol; Sólido branco; PF: 137,2–138,5  C; [α]D = -66 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,35-5,37 (m, 1H, H-6); 5,14 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 4,99 (dd, J = 15,2 e...
	4.4.3.4 Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7)
	Em um balão de 50 mL contendo uma solução sob agitação de 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1) e 5 mL de diclorometano anidro, à temperatura ambiente, foi adicionado 198 mg (0,588 mmol) de Fmoc-L-prolina-OH. A temperatura da reação foi reduzida a ...
	A reação foi agitada por 72 h a aproximadamente 0  C e após, lavada com solução saturada de NaCl (2 x 30 mL). A fase orgânica foi seca com Na2SO4 e evaporada a pressão reduzida. O sólido obtido foi purificado em coluna cromatográfica tendo como eluent...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes.
	O produto foi obtido com 44,2% de rendimento.
	Dados físicos: Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7): C49H65NO4; 732,04 g/mol; Sólido branco; PF: 76,0 – 83,5  C; [α]D = -82 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 7,30-7,77 (m, 8H, Ph); 5,29-5,37 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-2...
	4.4.3.5 H-prolina-estigmasterol (8)
	Em um balão de 10 mL à temperatura ambiente, 20 mg (0,0319 mmol) do produto 6 (obtido no item 4.4.3.3) foi submetido à reação de desproteção do grupamento amino com uma solução de 542 µL de CH2Cl2:TFA (1:1).
	A reação permaneceu sob agitação à temperatura ambiente por 1,5 h e após, o solvente foi evaporado. Adicionou-se 5 mL de éter etílico (3x) ao resíduo, evaporou-se o solvente e adicionou-se metanol, ocorrendo a formação de um precipitado amarelado. Tod...
	Dados físicos: H-prolina-estigmasterol (8): C34H55NO2; 509,81 g/mol; Sólido amarelado; PF: 116,7 – 118,5  C; [α]D = -58 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,36-5,38 (m, 1H, H-6); 5,14 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,00 (dd, J = 15,2 ...
	4.4.3.6 Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9)
	O derivado Boc-prolina-prolina-estigmasterol foi obtido pelo acoplamento do produto 8 (obtido no item 4.4.3.5) com o aminoácido protegido Boc-Prolina-OH conforme procedimento descrito no item 4.4.3.3.
	Em um balão de 100 mL foram adicionados 400 mg (0,830 mmol) de H-prolina-estigmasterol (8), 268 mg (1,245 mmol) de Boc-L-Prolina-OH, 2 mg (0,0163 mmol) de DMAP, 342 mg (1,660 mmol) de DCC e 50 mL de diclorometano. A mistura reacional foi agitada por 6...
	O precipitado de DCU foi removido por filtração e o resíduo líquido foi lavado com soluções saturadas de Na2SO4 (70 mL), NaHCO3 (70 mL) e NaCl (70 mL).  A fase orgânica foi seca com MgSO4 e evaporada a pressão reduzida, ocorrendo a formação de um prec...
	O produto foi purificado em coluna cromatográfica tendo como eluente inicial hexano e eluente final acetato de etila (gradiente de polaridade).  O produto foi obtido com rendimento de 43,4%.
	Dados físicos: Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9): C44H70N2O5; 707,04 g/mol; Sólido branco; PF: 138 – 141  C; [α]D = nd; RMN 1H (400,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,34 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,01 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-23...
	4.4.3.7 H-prolina-prolina-estigmasterol (10)
	O derivado 10 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.5. Em um balão de 10 mL, adicionou-se 190 mg (0,279 mmol) do produto 9 (obtido no item 4.4.3.6) e 4,6 mL de uma solução de CH2Cl2:TFA (1:1). A reação permaneceu sob agitação por 24 ...
	Dados físicos: H-prolina-prolina-estigmasterol (10): C39H62N2O3; 606,92 g/mol; Sólido branco; PF: 85,5 – 90  C; [α]D = nd; RMN 1H 400,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,35-5,37 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,02 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H...
	4.4.3.8 Estigmasterol-prolina-OMe (11)
	Em um balão de 50 mL contendo uma solução de 28,8 mg (0,175 mmol) de H-prolina-OMe em 10 mL de diclorometano e 88 μL (0,630 mmol; 0,726 g/mL) de trietilamina, foram adicionados lentamente, à temperatura de 0  C, 100 mg (0,210 mmol) de cloroformato de ...
	A reação foi acompanhada por cromatografia em camada delgada tendo como eluentes hexano:acetato de etila (5:1). Após o final da reação, o solvente foi evaporado em evaporador rotatório e o resíduo purificado em coluna cromatográfica com clorofórmio co...
	Dados físicos: Estigmasterol-prolina-OMe (11): C36H57NO4; 567,84 g/mol; Sólido branco; PF: 123,7 – 125,7  C; [α]D = -32 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,34-5,36 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,00 (dd, J = 15,2 ...
	4.4.3.9 Estigmasterol-prolina-CN (12)
	Em um balão de 50 mL contendo uma solução de 31 mg (0,350 mmol) de H-prolina-CN em 5 mL de clorofórmio e 176 μL (1,260 mmol; 0,726 g/mL) de trietilamina, foram adicionados lentamente, à temperatura de 0  C, 200 mg (0,210 mmol) de cloroformato de estig...
	A reação foi acompanhada por cromatografia em camada delgada tendo como eluente clorofórmio. Após o final da reação, o solvente foi evaporado a pressão reduzida e o resíduo purificado em coluna cromatográfica com hexano como eluente inicial e diclorom...
	Dados físicos: Estigmasterol-prolina-CN (12): C35H54N2O2; 534,82 g/mol; Sólido branco; PF: 159,5 – 161,0  C; [α]D = -80 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (400,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,37 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,02 (dd, J = 15,2 e 8,5...
	4.4.3.10 Estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13)
	Em um balão de 50 mL contendo uma solução de 22,9 mg (0,0875 mmol) do dipeptídeo H-prolina-prolina-OMe (obtido no item 4.4.2) em 5 mL de diclorometano e 438 μL (3,15 mmol; 0,726 g/mL) de trietilamina, foram adicionados lentamente, à temperatura de 0  ...
	A reação foi acompanhada por CCD tendo como eluentes diclorometano:metanol (95:5). Após o final da reação, o solvente foi evaporado a pressão reduzida e o resíduo purificado em CCDP com hexano:acetato (5:1). O rendimento da reação foi de 67,6%.
	Dados físicos: Estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13): Sólido branco; P.F: 121,9 – 123,4  C; [α]D = -80 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,32-5,34 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 4,99 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-...
	4.4.3.11 N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14)
	Para obtenção do derivado 14 utilizou-se o procedimento reacional descrito no item 4.4.3.3. Em um balão de 100 mL, adicionou-se 300 mg (0,726 mmol) de estigmasterol (1), 492,7 mg (1,082 mmol) de N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina, 2 mg (0,0163 mmol) de DM...
	O precipitado de DCU foi filtrado e o resíduo extraído com água/clorofórmio. A fase orgânica foi seca, evaporada e purificada em coluna cromatográfica tendo como eluente inicial clorofórmio e eluente final acetato de etila (gradiente de polaridade). O...
	Dados físicos: N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14): C54H74N2O6; 847,18 g/mol; Sólido branco; PF: 99,0 – 102,5  C; [α]D = -20 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (400,13 MHz,  CDCl3) δ: 7,74 (d, J = 7,5 Hz, 2H, H-14’); 7,57 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-17’)...
	4.4.3.12 N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15)
	Para obtenção do derivado N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol utilizou-se o procedimento descrito no item 4.4.3.5. Em um balão de 10 mL, adicionou-se 100 mg (0,118 mmol) do produto 14 (obtido no item 4.4.3.11) e 2 mL de uma solução de CH2Cl2:TFA ...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes. O produto foi obtido com 79,5% de rendimento.
	Dados físicos: N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15): C49H66N2O4; 747,06 g/mol; Sólido branco; PF: 109,5 – 113,0  C; [α]D= -33,3 (c 0,03; CHCl3); RMN 1H (400,13 MHz,  CDCl3) δ: 7,73 (d, J = 7,5 Hz, 2H, H-11’); 7,60 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-14’); ...
	4.4.3.13 N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16)
	Para obtenção do derivado 16, em um balão de 10 mL à temperatura ambiente, 100 mg (0,118 mmol) do produto 14 (obtido no item 4.4.3.11) foi submetido à reação de desproteção do grupamento amino com 1,180 mL de DMF e 118 µL de dietilamina. A mistura rea...
	A dietilamina e o DMF foram evaporados a pressão reduzida com a temperatura não excedendo 30  C. Após, adicionou-se éter etílico (3 x 5 mL) ao resíduo seguido da evaporação do solvente em evaporador rotatório. O sólido obtido foi purificado em coluna ...
	4.4.3.14 N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17)
	Para obtenção do derivado 17, em um balão de 10 mL à temperatura ambiente, 100 mg (0,201 mmol) do produto 15 (obtido no item 4.4.3.12) foi submetido à reação de remoção do grupamento 9-fluorenilmetiloxicarbonil com 2 mL de DMF e 200 µL de dietilamina....
	A dietilamina e o DMF foram evaporados a pressão reduzida com a temperatura não excedendo 30  C. Após, adicionou-se éter etílico (3 x 15 mL) ao resíduo seguido da evaporação do solvente em evaporador rotatório. O sólido obtido foi purificado em coluna...
	4.4.3.15 Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18)
	O derivado 18 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.4. Em um balão de 100 mL, adicionou-se 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1), 183 mg (0,588 mmol) de Fmoc-alanina-OH, 180 μL (1 mmol; 0,742 g/mL) de DIEA, 150 mg (0,588 mmol) de ...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 25,8% de rendimento.
	Dados físicos: Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18): C47H63NO3; 706,61 g/mol;Sólido branco; PF: 95,5 – 97,8  C; [α]D = -36 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz, CDCl3) δ: 7,74 (d, J = 7,0 Hz, 2H, H-9’); 7,58 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-12’);  7,31-7,40 (m, 4H, ...
	4.4.3.16 H-L-alanina-estigmasterol (19)
	O derivado H-L-alanina-estigmasterol foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.13. Em um balão de 10 mL, adicionou-se 200 mg (0,276 mmol) do produto 18 (obtido no item 4.4.3.15), 2,768 mL de DMF e 276 µL de dietilamina. A reação permanec...
	A dietilamina e o solvente foram evaporados e após, adicionou-se éter etílico ao resíduo seguido de evaporação a pressão reduzida. O sólido obtido foi purificado em CCDP com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O rendimento reacional foi de 58...
	Dados físicos: H-L-alanina-estigmasterol (19): C32H53NO2; 483,77 g/mol; Sólido branco; PF: 83,3 – 87  C; [α]D= +40 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz, CDCl3) δ: 5,36-5,38 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 4,99 (dd, J = 15,2 e 8,5 ...
	4.4.3.17 Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20)
	O derivado 20 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.4. Em um balão de 100 mL, adicionou-se 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1), 174,8 mg (0,588 mmol) de Fmoc-L-glicina-OH, 180 μL (1 mmol; 0,742 g/mL) de DIEA, 150 mg (0,588 mmol)...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 56,3% de rendimento.
	Dados físicos: Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20): C46H61NO4; 691,98 g/mol; Sólido branco; PF: 68,4 – 70,5; [α]D= -40 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz, CDCl3) δ: 7,76 (d, J = 7,0 Hz, 2H, H-8’); 7,60 (d, J = 7,6 Hz, 2H, H-11’);  7,26-7,34 (m, 4H, H-9...
	4.4.3.18 H-L-glicina-estigmasterol (21)
	O derivado H-L-glicina-estigmasterol foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.13. Em um balão de 10 mL, adicionou-se 100 mg (0,144 mmol) do produto 20 (obtido no item 4.4.3.17), 1,44 mL de DMF e 144 µL de dietilamina. A mistura reaciona...
	A dietilamina e o solvente foram evaporados e após, adicionou-se éter etílico ao resíduo seguido de evaporação em evaporador rotatório. O sólido obtido foi purificado em CCDP tendo como eluentes acetato de etila:metanol (85:5).
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes. O rendimento reacional foi de 66,1%.
	Dados físicos: H-L-glicina-estigmasterol (21): C31H51NO2; 469,74 g/mol; Sólido branco; PF: 107,5 – 112  C; [α]D = -17,5 (c 0,04; CHCl3); RMN 1H (400,13 MHz, CDCl3) δ: 5,36-5,37 (m, 1H, H-6); 5,16 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,02 (dd, J = 15,2 e...
	4.4.3.19 Fmoc-L-cisteína(tBu)-estigmasterol (22)
	O derivado 22 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.4. Em um balão de 100 mL, adicionou-se 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1), 234 mg (0,588 mmol) de Fmoc-L-cisteína(tBu)-OH, 180 μL (1 mmol; 0,742 g/mL) de DIEA, 150 mg (0,588 m...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 26,6% de rendimento.
	Dados físicos: Fmoc-L-cisteína(tBu)-estigmasterol (22): C51H71NO4S; 794,18 g/mol; Sólido branco; PF: 138,7 – 140,8  C; [α]D= -34 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz, CDCl3) δ: 7,74 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H-11’); 7,59 (d, J = 7,1 Hz, 2H, H-14’);  7,31-7,4...
	4.4.3.20 H-L-cisteína(tBu)-estigmasterol (23)
	O derivado H-L-cisteína(tBu)-estigmasterol foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.13. Em um balão de 10 mL, adicionou-se 200 mg (0,251 mmol) do produto 22 (obtido no item 4.4.3.19), 2,51 mL de DMF e 251 µL de dietilamina. A reação per...
	A dietilamina e o solvente foram evaporados e após, adicionou-se éter etílico ao resíduo seguido de evaporação a pressão reduzida. O sólido obtido foi purificado em CCDP com hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes.
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes. O rendimento reacional foi de 23,1%.
	Dados físicos: H-L-cisteína(tBu)-estigmasterol (23): C36H61NO2S; 571,94 g/mol; Sólido amarelado; PF: 71,5 – 74,5  C; [α]D = -36 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz, CDCl3) δ: 5,36-5,38 (m, 1H, H-6); 5,15 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz, 1H, H-22); 5,00 (dd, J ...
	4.4.3.21 Boc-L-glutâmico(OBz)-estigmasterol (24)
	O derivado 24 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.3. Em um balão de 100 mL, adicionou-se 200 mg (0,484 mmol) de estigmasterol (1), 220 mg (0,652 mmol) de Boc-L-glutâmico(OBz)-OH, 2 mg (0,0163 mmol) de DMAP, 199,7 mg (0,968 mmol) de...
	O precipitado de DCU foi filtrado e o resíduo líquido extraído conforme procedimento descrito no item 4.4.3.3, seco e evaporado a pressão reduzida.
	O produto foi purificado em CCDP com hexano:acetato de etila (5:1).  O produto foi obtido com rendimento de 38,1%.
	Dados físicos: Boc-L-glutâmico(OBz)-estigmasterol (24): C49H69NO6; 732,04 g/mol; Sólido branco; PF: 99,0 – 100,5  C; [α]D= -30 (c 0,05; CHCl3); RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 7,35 (s, 5H-aromáticos), 5,35-5,37 (m, 1H, H-6); 5,17 (dd, J = 15,2 e 8,5 Hz...
	4.4.3.22 H-L-glutâmico(OBz)-estigmasterol (25)
	O derivado H-L-glutâmico(OBz)-estigmasterol foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.3.5. Em um balão de 10 mL, adicionou-se 50 mg (0,0716 mmol) do produto 24 (obtido no item 4.4.3.21) e 1200 µL de uma solução de CH2Cl2:TFA (1:1). A reaçã...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (3:2) como eluentes. O rendimento reacional foi quantitativo.
	4.4.4 Síntese dos derivados do ácido ursólico (2)
	4.4.4.1 Ácido acetil ursólico (26)
	A Acetilação do ácido ursólico foi realizada segundo o método descrito por Gnoatto et al. (2008).42 Em um balão de 50 mL contendo uma solução de 300 mg (0,659 mmol) de ácido ursólico (2) em 2,5 mL de piridina seca, à temperatura ambiente, foi adiciona...
	Dados físicos: Ácido acetil ursólico (26): C32H50O4; 498,74 g/mol; Sólido branco; PF: 275,0 – 276,2  C; [α]D = nd; RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,23 (t, J = 6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,96 (t, J = 15,4 e 7,8 Hz, 1H, H-3); 2,15 (d, J = 11,1 Hz, 1H, H-1...
	4.4.4.2 Acetil ursólico-prolina-OMe (27)
	O derivado acetil ursólico-prolina-OMe foi obtido em 2 etapas segundo o método descrito por Gnoatto et al. (2008).42
	Etapa 1: Em um balão de 50 mL contendo uma solução de 50 mg (0,1 mmol) de ácido acetil ursólico (obtido no item 4.4.4.1) em 10 mL de clorofórmio, foi adicionado lentamente, à temperatura de 0 ºC, 24,7 μL (0,3 mmol; 1,5 g/mL) de cloreto de oxalila. Apó...
	Etapa 2: Decorrido o tempo reacional, 83,5 µL (0,6 mmol; 0,726 g/mL) de trietilamina e 49,6 mg (0,3 mmol) do aminoácido H-prolina-OMe foram adicionados. A mistura reacional permaneceu sob agitação à temperatura ambiente por 24h e após, H2O (10 mL) e c...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 72,8% de rendimento.
	Dados físicos: Acetil ursólico-prolina-OMe (27): C38H59NO5; 609,88 g/mol; Sólido branco; PF: 279,0 – 281,5  C; [α]D = nd; RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,16 (t, J = 6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,43-4,46 (m, 1H, H-3); 4,35-4,38 (m, 1H, H-4’); 3,75-3,84 (...
	4.4.4.3 Acetil ursólico-prolina-CN (28)
	O derivado 28 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.4.2. Foram utilizados na primeira etapa reacional um balão de 50 mL, 50 mg (0,1 mmol) de ácido acetil ursólico (obtido no item 4.4.4.1), 10 mL de diclorometano e 24,7 μL (0,3 mmol; 1,...
	Na segunda etapa reacional foram utilizados 83,5 µL (0,6 mmol; 0,726 g/mL) de trietilamina e 39,7 mg (0,3 mmol) do aminoácido H-prolina-CN. A mistura reacional foi agitada à temperatura ambiente por 24h e após, extraída com água/clorofórmio. A fase or...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 27,8% de rendimento.
	Dados físicos: Acetil ursólico-prolina-CN (28): C37H56N2O3; 576,85 g/mol; Sólido branco; PF: 261,5 – 264,5  C; [α]D = nd; RMN 1H (400,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,20 (t, J = 6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,59-4,61 (m, 1H, H-4’); 4,41-4,45 (m, 1H, H-3); 3,66-3,71 (...
	4.4.4.4 Acetil ursólico-prolina-prolina-OMe (29)
	O derivado 29 foi obtido conforme procedimento descrito no item 4.4.4.2. Foram utilizados na primeira etapa reacional um balão de 50 mL, 50 mg (0,1 mmol) de ácido acetil ursólico (obtido no item 4.4.4.1), 10 mL de diclorometano e 24,7 μL (0,3 mmol; 1,...
	Na segunda etapa reacional foram utilizados 83,5 µL (0,6 mmol; 0,726 g/mL) de trietilamina e 78,7 mg (0,3 mmol) do aminoácido H-prolina-prolina-OMe. A mistura reacional foi agitada à temperatura ambiente por 24h e após, extraída com água/clorofórmio. ...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD com hexano:acetato de etila (5:1) como eluentes. O produto foi obtido com 82,2% de rendimento.
	Dados físicos: Acetil ursólico-prolina-prolina-OMe (29): C43H66N2O6; 706,99 g/mol; Sólido amarelado; PF: 153,9 – 157  C; [α]D = nd; RMN 1H (200,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,14 (t, J = 6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,53-4,55 (m, 1H, H-3); 4,40-4,48 (m, 2H, H-9’, H-...
	4.4.4.5 Ácido ursólico-prolina-OH (30)
	Em um balão de 50 mL contendo 50 mg (0,0819 mmol) do composto 27 (obtido no item 4.4.4.2) solubilizado em 5 mL de uma mistura de metanol:THF (2:3), sob agitação à temperatura ambiente, foi adicionado lentamente 1,2 mL de NaOH 4N. Após 20 horas, o solv...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCDP com CHCl3:MeOH (95:5) como eluentes. O produto foi obtido com 55,1% de rendimento.
	4.4.4.6 Ácido ursólico-prolina-CN (31)
	O composto 31 foi obtido conforme procedimento experimental descrito no item 4.4.4.5. Em um balão de 50 mL, à temperatura ambiente, contendo 50 mg (0,0866 mmol) do produto 28 (obtido no item 4.4.4.3) solubilizado em 5 mL de uma solução de MeOH:THF (2:...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado com CCD tendo como eluentes CHCl3:MeOH (95:5). O produto foi obtido com 54% de rendimento.
	Dados físicos: Ácido ursólico-prolina-CN (31): C35H54N2O2; 534,82 g/mol; Sólido branco; PF: 149,8 - 154  C; [α]D = nd; RMN 1H (400,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,20 (t, J = 6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,58-4,60 (m, 1H, H-4’); 3,69-3,73 (m, 1H, H-1’a); 3,44-3,46 (m...
	4.4.4.7 Ácido ursólico-prolina-prolina-OH (32)
	Para obtenção do derivado 32, em um balão de 50 mL, uma solução contendo 50 mg (0,07 mmol) do produto 29 (obtido no item 4.4.4.4) em 5 mL de MeOH foi resfriada em banho de gelo, enquanto 300 μL de NaOH 1N foi adicionado. A mistura reacional permaneceu...
	Todo o procedimento reacional foi acompanhado por CCD tendo como eluentes hexano:acetato de etila (1:1). O rendimento reacional foi de 40,8%.
	Dados físicos: Ácido ursólico-prolina-prolina-OH (32): C40H62N2O5; 650,93 g/mol; Sólido branco; PF: 196,5 – 199,5  C; [α]D = nd; RMN 1H (400,13 MHz,  CDCl3) δ: 5,15 (t, J = 6,8 e 3,3 Hz, 1H, H-12); 4,51 (t, J = 16,2 e 6,6 Hz, 2H, H-9’, H-4’); 3,79-3,8...
	4.5 Atividades Biológicas
	4.5.1 Atividade Antimicrobiana in vitro
	4.5.1.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) pelo método de Microdiluição em caldo
	A concentração inibitória mínima é a menor concentração de um composto testado capaz de inibir o crescimento de micro-organismos, sob condições de cultura adequadas e padronizadas. Este método trata-se de um ensaio quantitativo aplicado a avaliação do...
	Para as análises foram utilizados cepas padrão da American Type Culture Colection (ATCC), composta de micro-organismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos, conforme a Tabela 1.
	As substâncias utilizadas como padrões foram Ampicilina, Azitromicina e Levofloxacina para bactérias e Nistatina para fungos, preparadas conforme as normas da FDA.127
	Os meios de cultura utilizados foram o Caldo de caseína de soja (5 g de cloreto de sódio, 2,5 g de dextrose, 2,5 g de fosfato dibásico de potássio, 17 g de peptona de caseína, 3 g de peptona de soja e 1 L de água destilada) para bactérias e o Caldo Sa...
	Tabela 1: Micro-organismos indicadores.
	4.5.1.2 Método para a determinação da CIM
	A determinação da CIM foi realizada pelo método de microdiluição em caldo, conforme descrito pela National Committee for Clinical Laboratories Standards (NCCLS)128. Este teste foi realizado em placas de cultura estéreis de 96 poços. Nesta técnica, cad...
	Todos os testes foram realizados em triplicata e comparados com os padrões. Utilizou-se também um controle positivo e um negativo para cada substância testada, de forma a garantir a reprodutibilidade do ensaio.
	4.5.1.3 Método da Concentração Letal Mínima (CLM)
	A concentração letal mínima (CLM) é a menor concentração da substância capaz de alcançar uma redução maior que 99% do número das unidades formadoras de colônia (UFC), segundo Hammer.129
	Neste método, as culturas de micro-organismos que não apresentaram crescimento ou foram inibidas no método CIM, foram inoculadas novamente utilizando 10 µL de cada uma das soluções presentes nos poços do teste anterior e 100 µL de um novo meio de cult...
	Após a incubação, cumprindo-se o tempo necessário para o crescimento de cada micro-organismo (24 h, 35-37  C para bactérias; 48 h, 25-27  C para fungos) determinou-se a CLM que foi dividida em concentração bactericida mínima (CBM) e concentração fungi...
	4.5.2 Atividades enzimáticas
	4.5.2.1 Enzimas e reagentes utilizados nas atividades enzimáticas
	A enzima POP foi cedida pelo grupo do Prof. Ernest Giralt do Instituto de Pesquisa Biomédica de Barcelona (IRB-Espanha). O substrato o ZGP-AMC (N-benziloxicarbonil-Gli-Pro-metilcumarinil-7-amida) foi obtido comercialmente de Bachem (Bubendorf, Switzer...
	As enzimas AChE e BChE foram adquirida da Sigma Aldrich, assim como os substratos de cada enzima, respectivamente o ACTI (Iodeto de Acetiltiocolina) e o BCTI (Iodeto de Butirilcolina); a albumina de soro bovino e o DTNB [5,5’-ditiobis(2-ácido nitroben...
	4.5.2.2 Ensaio de inibição da prolil oligopeptidase (POP)
	A atividade inibitória da POP foi determinada segundo o método descrito por Toide et al. (1995).130 As reações foram realizadas em placa de 96 micropoços, o que permite seguir um monitoramento simultâneo das múltiplas reações. Para cada reação (cada p...
	Depois da pré-incubação, 10 µL do substrato ZGP-AMC (3 mM; 40 % de 1,4-dioxano em H2O mili-Q) foi adicionado a cada poço e a reação foi incubada por 1 hora a 37  C. Após, a formação de N-aminometilcumarina (AMC) foi medida fluorometricamente nos compr...
	Foram realizados controles negativos de cada substância a ser testada, contendo 3 µL de amostra, 137 µL de tampão fosfato Na/K e 10 µL do substrato ZGP-AMC. Estes controles são realizados a fim de observar se as amostras por si só não geram nenhuma fl...
	Também foram feitos controles positivos da enzima e seu respectivo controle negativo, o primeiro contendo 3 µL de DMSO, 135 µL de tampão fosfato Na/K, 2 µL de enzima e 10 µL de substrato (sem nenhum inibidor/amostra); e o segundo contendo apenas 3 µL ...
	O ensaio foi realizado em triplicata e o ácido clorogênico foi utilizado como referência na inibição da POP por já ser um inibidor conhecido, nas mesmas condições experimentais.
	A porcentagem de inibição foi calculada pela fluorescência da amostra utilizando-se a seguinte equação:
	% inibição = 100 - [(I-N)/E] x 100                       eq. 1
	Sendo,
	I: Fluorescência da inibição da amostra
	N: Fluorescência do controle negativo da amostra
	E: Fluorescência do controle positivo da enzima
	4.5.2.3 Ensaio de inibição da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase
	As avaliações das atividades inibitórias das enzimas AChE e BChE foram realizadas através de um ensaio colorimétrico quantitativo, baseado no método adaptado de Ellman (Mohamed e Rao, 2010).131
	Em uma microplaca de 96 poços foram adicionados e incubados a 25ºC por 5 min, 160 μL de regente de Ellman’s - DTNB (1,5 mM) em tampão B (50 mM Tris-HCl, pH 7,9 contendo NaCl 0,1 M e 0,02 M MgCl2.6H2O), 50 μL da enzima AChE (0,22 U/mL) ou BChE (0,12 U/...
	Após o tempo de incubação, 30  μL de ACTI ou BCTI (15 mM) em H2O milli-Q foi adicionado em cada poço e a microplaca foi novamente incubada a 25  C. As leituras de absorbância em 405 nm foram realizadas a cada 60 segundos e o tempo considerado para o c...
	Foram realizados controles negativos de cada substância a ser testada. Estes controles negativos foram feitos adicionando-se ao poço, conforme descrito anteriormente, todos os reagentes, porém sem a adição da enzima. Este controle é realizado a fim de...
	Também foram feitos controles positivo da enzima e seu respectivo controle negativo, o primeiro contendo 160 µL de DTNB, 50 µL da enzima, 10 µL de DMSO e 30µL de ACTI/BCTI (sem nenhum inibidor/amostra); e o segundo contendo apenas contendo 160 µL de D...
	O ensaio foi realizado em triplicata e a eserina (fisostigmina) foi utilizada como referência na inibição da AChE e BChE por já ser um inibidor conhecido de ambas, nas mesmas condições experimentais.
	A porcentagem de inibição foi calculada pela absorbância da amostra conforme a equação 1, onde ao invés de fluorescência utiliza-se absorbância.
	4.5.3 Atividade Antitumoral in vitro
	O ensaio da atividade antitumoral foi realizado no Laboratório de Biogenômica - UFSM sob a responsabilidade da Profª. Drª. Ivana B. M. da Cruz.
	4.5.3.1 Cultura de células
	As células neoplásicas utilizadas foram de um carcinoma colorretal HT-29 (ATCC HTB-38) adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, RJ (RJCB 0111). Estas células são oriundas de um adenocarcinoma colorretal de uma mulher caucasiana, 44 anos, apre...
	Estas células foram cultivadas sob condições ideais de cultura celular, conforme foi estabelecido por Peres e Curi (2005)133, sendo utilizado o meio de cultura Dulbecco’s Modifie Eagle’s Medium (DMEM), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e supleme...
	Durante a cultura de células, as mesmas passaram por um período de expansão celular até a obtenção da quantidade e tamanho ideal para a realização dos devidos experimentos.
	Após, as placas foram incubadas sob atmosfera de CO2 a 37  C por 24 horas para determinar a viabilidade celular e 72 horas para determinar o seu efeito antiproliferativo. Decorridos os períodos de incubação, foi realizada a técnica de quantificação at...
	5. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS
	A estrutura do composto Boc-L-prolina-estigmasterol (6), obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto Fmoc-L-prolina-estigmasterol (7), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto H-prolina-estigmasterol (8), obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto Boc-prolina-prolina-estigmasterol (9), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto H-prolina-prolina-estigmasterol (10), obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto estigmasterol-prolina-OMe (11), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto estigmasterol-prolina-CN (12), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto estigmasterol-prolina-prolina-OMe (13), obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto N-Boc-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (14), obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto N-4-N-Fmoc-amino-L-prolina-estigmasterol (15), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto N-Boc-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (16), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17), obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C. A amostra foi preparada em piridina deuterada devido à solubilidade.
	A estrutura do composto Fmoc-L-alanina-estigmasterol (18), obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto Fmoc-L-glicina-estigmasterol (20), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto Fmoc-L-cisteína(tBu)-estigmasterol (22), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto Boc-L-glutâmico(OBz)-estigmasterol (24), obtido conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto H-L-glutâmico(OBz)-estigmasterol (25), sintetizado conforme item 5.1, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto acetil ursólico-prolina-OMe (27), sintetizado conforme item 5.2, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto acetil ursólico-prolina-CN (28), obtido conforme item 5.2, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto acetil ursólico-prolina-prolina-OMe (29), obtido conforme item 5.2, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto ácido ursólico-prolina-OH (30), sintetizado conforme item 5.2, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto ácido ursólico-prolina-CN (31), sintetizado conforme item 5.2, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	A estrutura do composto ácido ursólico-prolina-prolina-OH (32), obtido conforme item 5.2, foi confirmada por RMN 1H e RMN 13C.
	Nas atividades de inibição das enzimas AChE e BChE, as respectivas enzimas hidrolisam os substratos ACTI ou BCTI que reagem com o DTNB para produzir o composto 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e 5-tio-2-nitro-benzoato de coloração amarela, que é me...
	Esquema 26: Reação colorimétrica do substrato ACTI, DTNB e AChE.
	Os tumores malignos são responsáveis por um número expressivo e crescente de pacientes em todo o mundo e representam a segunda causa de morte no Brasil sendo, no ano de 2011, responsável por 15,1% da taxa de mortalidade no país. Dentro deste contexto,...
	Apesar da introdução de novos fármacos no arsenal terapêutico contra o câncer, vários tumores ainda não possuem um tratamento adequado e eficaz. Portanto, torna-se imperativo encontrar e desenvolver novos quimioterápicos mais eficientes. Neste context...
	Em 2005 Chiang et al. relataram que o ácido ursólico e o ácido acetil ursólico possuem IC50 de 4,7 µM e ~ 10 µM, respectivamente, referente a citotoxicidade frente à célula HT-29. Em 2009, Reyes-Zurita et al. realizaram a avaliação da atividade antipr...
	Figura 89: Estrutura do ácido maslínico (166).
	Por esse motivo, realizou-se a avaliação das atividades antitumorais in vitro dos derivados do ácido ursólico (2), compostos que, de maneira geral, apresentam as condições necessárias para a atividade citotóxica. As atividades antitumorais foram feita...
	As diferenças foram comparadas por análise de variância seguida de teste post hoc de Tukey. *** p<0,001.
	Figura 90: Efeito antitumoral do ácido ursólico (2) na viabilidade e na taxa de proliferação celular da linhagem de câncer colorretal HT-29.
	A avaliação do potencial de inibição do ácido acetil ursólico (26) frente à célula HT-29 também foi realizada e, como pode ser observado na Figura 91, após 24 horas de ensaio, apenas a concentração mais alta causou um efeito significativo de inibição,...
	O composto acetil ursólico-prolina-CN (28), após 24 horas, inibiu a linhagem de célula HT-29, sendo a última concentração responsável pelo maior efeito de inibição da viabilidade celular, de 33,75%. Após 72 horas, o composto 28 apresentou um pequeno e...
	As diferenças foram comparadas por análise de variância seguida de teste post hoc de Tukey. * p<0.05 e ** p< 0,01.
	Figura 91: Efeito antitumoral do ácido acetil ursólico (26) e acetil ursólico-prolina-CN (28) na viabilidade e na taxa de proliferação celular da linhagem de câncer colorretal HT-29.
	As diferenças foram comparadas por análise de variância seguida de teste post hoc de Tukey. *** p<0,001.
	Figura 92: Efeito antitumoral do ácido ursólico-prolina-OH (30) e ácido ursólico-prolina-CN (31) na viabilidade e na taxa de proliferação celular da linhagem de câncer colorretal HT-29.
	Conforme Figura 93, o composto ácido ursólico-prolina-prolina-OH (32) inibe aproximadamente 56% do crescimento tumoral em todas as concentrações testadas após 24 horas. No tempo de 72 horas, apesar da inibição não passar de 12%, nenhuma concentração m...
	As diferenças foram comparadas por análise de variância seguida de teste post hoc de Tukey. *** p<0,001.
	Portanto, de uma maneira geral, os resultados obtidos nos testes antitumorais frente à linhagem de célula HT-29, mostraram-se relativamente bons após as primeiras 24 horas, com inibição superior a 70% em alguns casos. Já no tempo de 72 horas, apenas o...
	6. CONCLUSÃO
	Conforme os objetivos propostos para este trabalho de síntese de derivados do estigmasterol e do ácido ursólico, bem como a avaliação de suas atividades biológicas, pode-se concluir que:
	- As reações de derivatização do estigmasterol (1) mediante esterificação e acoplamento com diversos aminoácidos foram efetivas, uma vez que em todos os casos os produtos desejados foram obtidos com rendimentos entre 20% e 99%.
	- As reações de derivatização do ácido ursólico (2) mediante esterificação e acoplamento com o aminoácido prolina e derivados foram, da mesma forma, bem sucedidas, com rendimentos entre 20% e 95%.
	- A avaliação da atividade antimicrobiana in vitro de alguns dos derivados do estigmasterol (1) e do ácido ursólico (2) mostrou que, com exceção do próprio ácido ursólico, todos os demais compostos apresentam baixa capacidade inibitória frente as mais...
	- O potencial de inibição dos compostos sintetizados frente à enzima prolil oligopeptidase (POP) mostrou que, de maneira geral, os derivados do estigmasterol apresentaram atividade inibitória aumentada após a introdução dos aminoácidos em sua estrutur...
	- Na análise do potencial de inibição frente à acetilcolinesterase (AChE) os resultados obtidos foram mais satisfatórios, com porcentagens de inibição superiores a 70% em alguns casos. Dentro deste contexto, dois derivados do estigmasterol e um deriva...
	- Na atividade de inibição da butirilcolinesterase (BChE), apenas três compostos apresentaram valores superior a 40%, o N-4-N-amino-L-prolina-estigmasterol (17), o Boc-L-glutâmico(OBz)-estigmasterol (24) e o ácido ursólico-prolina-prolina-OH (32) com ...
	- Na análise da atividade antitumoral frente à linhagem de célula HT-29 (colorretal) os resultados demonstram que, após as primeiras 24 horas, os derivados do ácido ursólico possuem um considerado efeito de inibição da viabilidade celular, com valores...
	- Analisando todos os resultados obtidos, conclui-se que a maioria dos derivados sintetizados contendo uma porção aminoácido aumentou o potencial de inibição enzimática, principalmente frente à POP e à AChE, e manteve ou melhorou a capacidade antitumo...
	- Os resultados das atividades biológicas indicam à necessidade de que seja encontrada uma nova estratégia para a realização dos ensaios que favoreça a solubilidade dos compostos sintetizados. Uma possível estratégia a ser testada é a mudança do solve...
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