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RESUMO

RODRIGUEZ HERNA’ND@Z, Diego Carlos, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2016. ESTUDO FITOQUIMICO DO FRUTO DE Sapindus saponaria, PREPARO DE DERIVADOS
DA HEDERAGENINA E AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DESSES DERIVADOS.
Orientador: Antonio Jacinto Demuner. Coorientadores: Luiz Claudio de Almeida Barbosa e
Carlos Leomar Zani.

Sapindus saponaria L. (Sapindaceae), popularmente conhecida no Brasil como "Sabdo-de-
soldado" e saboneteira é uma arvore nativa e produz anualmente grande quantidade de
pequenos frutos. Neste trabalho foram estudados a composicdo quimica das sementes e de
seu frutos e realizadas transformacdes quimica da hederagnina, aglicona mais abundante
localizada no pericarpo do fruto. Em primeiro lugar, para saber a composicdo quimica da
semente, estas foram separadas do pericarpo dos frutos quebradas e sumetida a extraida com
hexano. Da fragao hexanica foi isolado e identificado cianolipideo tipo Ill (o 1-ciano-2-
hidroximetilprop-1-en-3-ol) que representa 5/ da composicdo do dleo. A parte graxa desta
fracdo é formada pelos acidos graxos: acido cis-11-octadecendico (acido cis-vacénico), acido
cis-11-icosendico e o acido icosandico (acido araquidico). Este é o primeiro estudo de
composicao detalhada do éleo de semente de S. saponaria, confirmando a quimiotaxonomia
da familia cuja presenca de metabdlitos secundarios tipo cianolipideo em suas sementes é
caracteristica. Posteriormente, do pericarpo do fruto foi obtido o extrato etandlico, tendo sido
isolados o glicosideo 2-metoxi-6-metiltetrahidro-2H-piran-3,4,5-triol (3c), até agora nao
reportado na literatura para esta espécie de planta. Também desses extratos foram isolados
o acido oleanolico (3b) e a hederagenina (3a). Em seguida, a hederagenina foi derivatizada em
diferentes ésteres e amidas na posicao-28. Inicialmente foram preparados 24 ésteres da
hederagenina (4a-x) com rendimentos entre 35-90/ e 9 amidas da hederagenina (5a-i) com
rendimentos na faixa de 70-96/ , todos inéditos. Esta primeira série de analogos foi submetida
a ensaios de atividade citotdxica frente a seis linhagens de células tumorais [518A2 (células de
melanoma), células A2780 (carcinoma do ovario), HT29 (adenocarcinoma de célon), MCF7
(adenocarcinoma de mama), A549 (cancer de pulmao), 8505C (carcinoma de tiredide)],
utilizando o ensaio de sulforodamina-B (SRB). Embora a maior parte dos compostos
apresentasse niveis moderados a elevados de citotoxicidade todos foram mais potentes do
gue o produto natural hederagenina. Os compostos mais ativos foram as amidas que tinham

como substituinte o grupo etilpirimidinil (5f) e etilpirrolidinil (5c¢), mostrando um ECsgvariando
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entre 1,1-6,5 UM, para todas as linhagens avaliadas. Além disso, por meios de ensaio de
coloracdo AO/PI adicional usando células de adenocarcinoma de ovério (A2780), verificou-se
gue o composto 5¢ atua principalmente por apoptose. Posteriormente uma série de novos
aril-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil éster (6a-0) e amida (7a-o0) derivados da hederagenina foi
sintetizada a partir dos alcinos 4x (éster) e 5e (amida) com diferentes azidas de benzila (a-0)
por meio da reacdo “click” ou reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen, com rendimentos
de 35/ a 95/ . As atividades citotdxicas de todos os compostos foram testadas contra as
mesmas linhagens celulares de cancer humano acima mencionado além, do fibroblasto ndo-
malignas de ratos (NIH 3T3) usando o mesmo ensaio de sulforodamina-B (SRB). Em
comparacdo com a hederagenina a maioria dos compostos exibiu maior citotoxicidade contra
todas as linhagens celulares de cancer testadas. Os derivados de éster foram mais ativos que
as amidas. Além disso, os ésteres com grupo meta-substituidos tais como 6¢ (m-Br), 6g (m-Cl)
e 6n (m-NO;) foram os derivados mais ativos contra todas as linhagens celulares testadas,
mostrando um ECsg na faixa de 3,0-4,1 uM. Por outro lado, os analogos 6a (benzil) e 6j (o-F),
foram os mais citotdxicos contra células do cancer do célon (HT29) com um ECsp =2,8 uM e
1,6 uM, respectivamente. O composto 6j mostrou indice de seletividade de 5,4.
Adicionalmente um experimento de exclusdo de corante de laranja de acridina/iodeto de
propidio (AO/Pl) empregando células de cancer de mama (MCF7) dos analogos 6g e 6j,
mostrou que os dois compostos atuam principalmente por morte celular programada. Por
outro lado, alguns derivados da hederagenina (1-60) foram avaliados in vitro sobre a
proliferacao intracelulares de formas amastigotas de Leishmania infantum. Alguns derivados
(3, 4, 44, 49 e 52) mostraram atividade a nivel micromolar e baixa toxicidade contra células
BGM e HepG2. Além disso, a capacidade dos derivados da hederagenina 3 (ICso = 9,7 uM), 4
(12 uM), 44 (11 uM) e 49 (2 uM), para impedir a proliferacdo intracelular de formas
amastigotas de L. infantum e o seu maior indice de seletividade e baixa toxicidade em relacao
com a droga comercial usada como controle positivo (tri-hidrato de tartarato de potassio e
antimonio) (ICso = 80,0 + 0,13 uM, IS = 0,1), fazem estes compostos promissores candidatos

para o tratamento da leishmaniose.
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ABSTRACT

RODRIGUEZ HERNANDEZ Diego Carlos, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, August 2016.
PHYTOCHEMICAL STUDY OF FRUIT OF Sapindus saponaria, PREPARATION OF HEDERAGENIN
DERIVATIVES AND EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF THESE PRODUCTS.. Adviser:
Antonio Jacinto Demuner. Co-advisers:. Luiz Claudio de Almeida Barbosa and Carlos Leomar
Zani.

Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) popularly known in Brazil as "soap-de-soldier" and soap
is a native tree and annually produces great quantities of small fruits. In this work we studied
the chemical composition of the seeds and their fruits and chemical transformations of
hederagnina, most abundant aglycone located in the pericarp of the fruit. Firstly, to know the
chemical composition of the seeds, were collected and separated from the fruit pericarp,
broken and extracted with hexane. The hexane fraction was isolated and identified cyanolipid
type Il (1-cyano-2-hydroxymethylprop-1-en-3-ol) which represents 5/ of the oil
composition. The grease of this fraction is formed by the fatty acids: cis-11-octadecenoic acid
(cis-vaccenic acid), cis-11-icosendico acid and icosanoic acid (arachidic acid). This is the first
study in detail the composition of the oil of the S. saponaria seed, confirming the family
chemotaxonomy, whose presence cyanolipids groups in its seeds is characteristic. From the
fruit pericarp was obtained an ethanol extract and was isolated the glycoside 2-methoxy-6-
methyltetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (3c), so far not reported in the literature for this kind
of plant. Also these extracts, were isolated the oleanolic acid (3b) and hederagenin (3a). Them,
the hederagenin was transformed into different esters and amides at position-28. Initially,
hederagenin was transformed in 24 esters (4a-x) with yields between 35-90/ and 9 amide
(5a-i) with revenues in the range of 70-96/ , all unpublished. This first series of analogues was
tested for cytotoxic activity against six tumor cell lines [518A2 (melanoma cells), A2780 cells
(ovarian carcinoma), HT29 (colon adenocarcinoma), MCF7 (breast adenocarcinoma), A549
(lung cancer), 8505c (thyroid carcinoma)] using the SRB assay. Although most of the
compounds presented moderately to high levels of cytotoxicity were all more potent than the
natural product hederagenin. The most active compounds are the amides carrying substituted
the ethylpyrimidinyl group (5f) and ethylpyrrolidinyl (5¢), showing an ECsp ranging from 1.1 to
6.5 UM for all tested tumor cells. Moreover, by an additional AO/PI staining experiment, using
additional ovarian adenocarcinoma cells (A2780), it was found that compound 5c acts mainly

by apoptose. Subsequently a series of new aryl-1H-1,2,3-triazol-4-yl-methyl ester (6a-0) and
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amide (7a-o0) of hederagenin derivative was synthesized from alkynes 4x (ester) and 5e
(amide) with different benzyl azides (a-0) by reacting "click" or reaction of 1,3-dipolar
cycloaddition Huisgen, with yields between 35/ and 95/ . The cytotoxic activities of all the
compounds were tested against the same cell lines of human cancer aforementioned. In
addition, was employing a non-malignant fibroblast mice (NIH 3T3) using the same SRB assay.
Compared with hederagenin the most compounds exhibit greater cytotoxicity against all
tested cancer cell lines. The ester derivatives were more active than amides. In addition, esters
with group meta-substituted such as 6¢ (m-Br) 6g (m-Cl) and 6n (m-NO;) were the most active
derivatives against all the cell lines tested, showing an ECso in the range of 3.0 to 4.1 uM.
Moreover, the analogues 6a (benzyl) and 6j (o-F), were more cytotoxic against colon cancer
cells (HT29) with an ECsp = 2.8 uM and 1.6 uM, respectively. The compound 6j showed
selectivity index of 5.4. Besides, an experiment of dye exclusion orange acridine/propidium
iodide (AO/P1) using breast cancer cells (MCF-7) and analogues 6g and 6j showed that both
compounds act primarily by programmed cell death. On the other hand, some derivatives of
hederagenin (1-60) were evaluated in vitro on the proliferation of intracellular amastigote
forms of Leishmania infantum. Some derivatives (3, 4, 44, 49 and 52), showed activity at
micromolar level and low toxicity against BGM and HepG2 cells. Moreover, the ability of
hederagenin derivatives 3 (ICso = 9.7 uM), 4 (12 uM), 44 (11 uM) and 49 (2 uM), to prevent
proliferation of intracellular amastigote forms of L. infantum and their higher selectivity index
and low toxicity compared to commercial positive drug control of choice (potassium antimonyl
tartrate trihydrate) (ICso = 80.0 £ 0.13 puM, SI = 0.1), make these compounds promising

candidates for the treatment of leishmaniasis.
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1. Introduc¢ao Geral

Sapindus saponaria L.



1.1. Sapindus saponaria L.

S. saponaria L. pertenece a familia Sapindaceae e é conhecida popularmente como
saboneteira, sabdo-de-macaco, fruta-de-sab3do e sab3o-de-soldado. E uma arvore perenifolia,
de pequeno porte (até 8 m) utilizado em paisagismo e em modelo de recuperacdo de areas
degradadas (ALBEIRO et al., 2002). No Brasil, ocorre desde o Pard até o Rio Grande do Sul,
com distribuicdo regular nos estados das regides Norte, Nordeste e Centro Oeste. Encontra-
se habitualmente em locais Umidos, nas florestas pluviais e semidecidua. Apresenta copa
densa e perfeitamente globosa. As folhas sdo compostas, imparipenadas, com sete foliolos
glabros de 10-16 cm de comprimento por 3-4 cm de largura. Suas flores sdo brancas e
dispostas em paniculas. Os frutos sdo multiglobosos, amarelados quando maduros e com
sementes globulosas ndo ariladas, pretas e duras. A dispersao é barocérica e zoocdrica por

marcegos frugitivos (LORENZI, 2000) (Figura 1.1.1).

Figura 1.1.1 - A) Arvore; B) frutos; C) sementes de S. saponaria L.

A espécie é conhecida ndo apenas pela utilizacdo da madeira mais também por seu
elevado teor de saponinas, um surfactante natural encontrado nas sementes e nos frutos. A
madeira é moderadamente pesada, dura, compacta, de baixa durabilidade natural, sendo

empregada na construgao civil. Os seus frutos sao utilizados pela populagdo como sabdo no



banho e no combate de ulcera, feridas na pele e inflamacdes (ALBEIRO et al., 2002; PELEGRINI
et al., 2008).

S. saponaria tem sido muito pesquisada pela presenca de saponinas apresentando
propriedades tensoativas. E utilizada para uso farmacoldgico, estes compostos possui
diferentes atividades bioldgicas tais como anti-ulcerativa, anti-neoplasica, anti-inflamatario,
antimicrobiana entre outras (ALBEIRO et al.,, 2002; LORENZI, 2000; SPARG et al., 2004). Por
outro lado, o dleo das sementes é utilizado como inseticida (GUARIN et al., 2000; PORRAS e
LOPEZ-AVILA, 2009). Uma das teorias mais aceitas para explicar as altas concentracdes de
saponinas em muitas espécies de plantas é que estas funcionariam como protecdo ao ataque
de patégenos, como fungos, bactérias e virus sendo assim de grande importancia ecoldgica

(SPARG et al., 2004).

Estudos fitoquimicos utilizando frutos de S. saponaria coletados no Brasil levaram a
identificacdo de varias saponinas, com um bloco glicosilado, derivadas da hederagenina (acido
23-hidroxioleandlico) (Figura 1.1.2). A composicdo glicosidica é semelhante a outras espécies
de Sapindus. MURGU e RODRIGUES-FILHO em 2006 descobriram que S. saponaria produz

grande quantidade e variedade de glicosideos naturalmente acetilados.

-Ara-Ra-Xi (S1)
-Ara-Ra-Ara (S2)
-Gl-Ra (S3)
-Gl-Ra-Ara (S4)
-H (hederagenina)

Ara = g-L-arabinopiranosil; Ra = a-L-rhamnopiranosil;
Gl = B-D-glucopiranosil; Xi = g-D-xilopiranosil

Figura 1.1.2 - Estruturas da hederagenina e de algumas saponinas isoladas de S. saponaria L.

(MURGU e RODRIGUES-FILHO, 2006).

Nos frutos foram identificados acidos graxos e ésteres metilados, utilizando
cromatografia gasosa, onde foi verificada a presenga de palmitato de metila (11,4/ ),
estearato de metila (1,0/ ), oleato de metila (67,0/ ), linoleato de metila (3,9/ ), araquidoato

de metila (5,0/ ) e ésteres Cy insaturados (10,7/ ) (ABDEL-WAHAB e SELIM, 1985).



1.2. Objetivos

Este trabalho apresenta como objetivo principal o isolamento e derivatizacdo da
hederagenina isoalada de S. saponaria L. e suas implicacdes biolégicas. Assim, nesta tese os

objetivos especificos sdo:

1. ldentificar os compostos quimicos do extrato hexanico das sementes de S. saponaria
L.

2. lIsolar os compostos majoritdrios do extrato etandlico do pericarpo do fruto de S.
saponaria L.

3. Derivatizar diferentes andlogos da hederagenina para a formacdo de ésteres e amidas
na carboxila-28.

4. Obter diferentes derivados da hederagenina para a formacao de triazdis com grupos
ésteres e amida na carboxila-28.

5. Testar o potencial citotoxico e anti-leishmanicida dos derivados da hederagenina.
Assim, para atingir estes objetivos o trabalho foi dividido nos seguintes capitulos:

O Capitulo 1 descreve a extracao e isolamento de cianolipideo tipo Il das sementes de
S. saponaria (Figura 1.2.1). Os compostos majoritarios isolados foram caracterizados por

métodos espectroscopicos e espectrométricos (RMN de H e de 3C, IV e CG-EM).

analises
—_—
CCD

maceragao

da semente Cianolipideos

Figura 1.2.1 - Extracdo e isolamento de cianolipideo e triacilglicerideos.

O Capitulo 2 descreve extragao, hidrdlise e isolamento dos compostos majoritarios do
pericarpo do fruto de S. saponaria L. (Figura 1.2.2). Os compostos majoritdrios isolados foram
caracterizados por métodos espectroscopicos e espectrométricos (RMN de *H e de 3C, IV e

ESI-HRMS).



EtOH

Hidrdlise

maceragao
pericarpo seco

Compostos majoritarios

Figura 1.2.2 - Extragao, hidrdlise e isolamento dos compostos majoritarios.

O Capitulo 3 descreve a derivatizacdo da hederagenina, que é a aglicona mais

abundante presente no pericarpo de S. saponaria L. para a formacdo de ésteres e amidas

substituidas na carboxila-28, por meios de grupos volumosos (Figura 1.2.3; Figura 1.2.4) e

avaliar sua atividade anti-tumoral. Todos os derivados foram caracterizados por métodos

espectroscépicos, espectrométricos (RMN de *H e de 13 C, IV e ESI-HRMS) entre outros.

l,,l'

HO

:,I,

| R = alquila ou arila
OH

Reagentes e condigées: a) K,CO3, R-Br, DMF, 25 °C, 18 h

Figura 1.2.3 - Reagdo para a obtenc¢do de ésteres da hederagenina.

,’II,

| R = alquila ou arila

Reagentes e condigdes: a) TBTU, DIEA, THF, R-NH,, N5, 25°C, 2 h

Figura 1.2.4 - Reac¢do para a obtengao de amidas da hederagenina.



O Capitulo 4 descreve a derivatizacdo da hederagenina para a formacdes de triazéis
com grupo amida ou éster na carboxila-28 (Figura 1.2.5 e 1.2.6) e avaliar sua atividade anti-
tumoral. Os derivados foram caracterizados por métodos espectroscépicos, espectrométricos

(RMN de 'H e de 3C, IV, ESI-HRMS e Andlise Elementar) entre outros.

Ty
| R = arila
OH OH

d ,

Reagentes e condi¢oes: a) CuS0,.5H,0, Ascorbato de sédio, R-N;, CH,CI,/H,0, ta, 24 h

Figura 1.2.5 - ReacOes para a obtencdo de ésteres de triazdis da hederagenina.

HO

I,| | R = arila
OH OH

Reagentes e condigoes: a) CuSO,4.5H,0, Ascorbato de sédio, R-N3, CH,CI,/H,0, ta, 24 h

Figura 1.2.6 - Reagdes para a obtenc¢do de amidas de triazdis da hederagenina.

O Capitulo 5 descreve a avaliagdo da atividade anti-leishmaniose dos derivados da

hederageninas.
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2. CAPITULO 1

Cianolipideo presentes no 6leo da semente de S.

saponaria L.



2.1. Introducao

Os cianolipideo (CL), derivados do metabolismo do amino acidos (M@LLER e SEIGLER,
1999), estdo presentes, juntamente com acilglicerideos (AG), em dleos de sementes de
plantas pertencentes a familia Sapindaceae (MIKOLAJCZAK, 1977). Eles baseiam-se em um
nucleo central formados por cinco carbonos onde compreende um grupo nitrila em conjunto
com um grupo metileno ou uma ligacdo dupla e um ou dois grupos hidroxilas. O ultimo é
esterificado com 4acido graxo de cadeia longa. Quatro tipos de estruturas de cianolipideo tém
sido relatados até agora nesta familia de planta. Assim, os cianolipideo do tipo | e Ill sdo
diésteres de 1-ciano-2-hidroximetilprop-2-en-1-ol e 1-ciano-2-hidroximetilprop-1-en-3-ol,
respectivamente. Por outro lado, os cianolipideo do tipo Il e IV sdo os monoésteres de 1-ciano-
2-metilprop-1-en-3-ol e 1-ciano-2-metilprop-2-en-1-ol (MIKOLAJCZAK et al., 1970a e 1970b)
(Figura 2.1.1; 1-1V).

O

o) 0 0
] oJJ\/R R\)Lo OJ\/R v

f SRS G G e

NC H NC H
1-ciano-2-hidroximetilprop-  1-ciano-2-metilprop- 1-ciano-2-hidroximetilprop- 1-ciano-2-metilprop-
2-en-1-ol-diester 1-en-3-ol-ester 1-en-3-ol-diester 2-en-1-ol-ester

R = acidos graxos de cadeia longa

Figura 2.1.1 - Estrutura quimica dos cianolipideos I-IV.

Estudos da composicdo de 6leo de sementes tém mostrado que os cianolipideo
isolados a partir de plantas da familia Sapindaceae apresentam um elevado teor de acido cis-
11-icosendico, acido icosandico (acido araquidico) e o dacido cis-11-octadecendico (acido
vacénico), sendo estes constituintes dominantes, responsdaveis por até 50/ de cianolipideo
totais em algumas espécies desta familia (SPITZER, 1995; HOPKINS e SWINGLE, 1967; SPITZER,
1996; LAGO et al., 2000).

O papel fisiolégico dos cianolipideo em plantas ainda n3ao é completamente
compreendido. Estes fitoquimicos podem servir in vivo como uma importante fonte de

nitrogénio para o desenvolvimento das mudas (SELMAR et al., 1990). Ndo obstante apresenta



co-ocorréncia com glicosideos de hidroxinitrila em algumas espécies (BJARNHOLT e M@LLER,
2008). Eles representam uma variacdo da biossintese de glicosideos de hidroxinitrila com
esterificacdo para a formacdo de lipideos, possivelmente servindo com funcdes especificas

relacionadas com o armazenamento e transporte (TAVA e AVATO, 2008).

De S. saponaria L., vulgarmente conhecida como "Saboneteira", foi investigada a
composi¢ao dos 6leos das sementes, em vista dos estudos fitoquimicos de outras espécies
gue fazem parte da familia Sapindaceae, apresentando produtos naturais em suas sementes
com as caracteristicas de cianolipideo (Figura 2.1.1). Pela quimiotaxonomia, a S. saponaria L.
deveria ter em suas sementes este tipo de compostos naturais, sendo abordado neste capitulo
o estudo da fracdo hexanica das sementes na busca do tipo de cianolipideo presente nesta

espécie.

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Material vegetal

Os frutos de S. saponaria L. foram coletados em outubro 2014 no municipio Tocantins
(21° 10'30"S e 43° 01'04"W), Minas Gerais, Brasil. Amostras de comprovacdo foram secas e
colocados na colec¢do da VIC Herbario do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade

Federal de Vigosa (UFV), com o cédigo VIC 35403.

Extragao do dleo

Ap0s a retirada do pericarpo as sementes foram quebradas e os graos foram separados
das conchas. O material foi moido (30 g) e extraido com hexano (100 mL) sob agitacao por 24

h (IUPAC, 1987). A extragao foi feita em triplicata e foram obtidos 10 g (33/ ) de 6leo amarelo.

2.2.2. Analise e purificacdo do dleo

Em primeiro lugar, a composicao do dleo foi investigada por CCD, usado como eluente
a mistura Hex/Et0 (9:1, v/v). A visualizacdo dos componentes foi feito com o revelador acido

fosfomolibdico seguido de aquecimento da placa a 110 °C.
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O ¢6leo amarelado foi submetido a cromatografia em coluna, usado como eluente a
mistura Hex:Et,0 em gradiente, fornecendo 30 fracdes de 25 mL. Pela analise por CCD foram

reunidas em 4 fracGes principais (Tabela 2.2.1 e Figura 2.3.1).

Tabela 2.2.1 - Fracionamento do extrato hexanico das sementes de S. saponaria L.

Fracoes Eluente Massa (g)
1(1-4) Hex:Et,0 (95:5) 0,025

2 (5-14) Hex:Et,0 (90:10) 8,850

3(17-23) Hex:Et,0 (80:20) 0,195

4 (26-30) Hex:Et,0 (70:30) 0,100

2.2.3. Transesterificagdo dos componentes do 6leo

As fracOes 2 e 3 foram transesterificadas seguindo o método IUPAC (OLIVEROS-
BASTIDAS et al., 2013) com algumas modificacdes. Aproximadamente 20 mg do dleo, 2 mL de
hexano e uma solucdo de 0,2 mL de KOH/MeOH (2M) foram adicionados em um tubo selado.
O tubo foi agitado por 5 minutos com um agitador Maelstrom. Em seguida, 2 mL de solucdo
saturada de NaCl foram adicionados e a fase organica separada. As fragcdes foram analisadas,
pela injecdo de 1 plL da fase organica em um aparelho de cromatografia a gas acoplado a um

espectrometro de massas.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos por meio de filme de NaCl, em
espectrometro Perkin Elmer Spectrum 1000. As absorgdes foram relatadas em nuimero de
ondas 0 (cm™). Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e de '3C foram obtidos
em aparelho Varian, Mercury 300 MHz e 75 MHz, respectivamente. Os espectros de massas
foram obtidos em aparelho Shimadzu (modelo PQ5050), equipado com um auto injetor
Shimadzu AOC-5000 e coluna capilar de silica (DB-5, 30 m x 0,25 mm ID, 0,25 um de espessura
de filme). As condi¢Ges operacionais foram as seguintes: hélio como gds de arraste com um
fluxo de 1,6 mL/min; temperatura da coluna a 80 °C por 5 min, logo aumentando 24,4 °C/min
de 80 até 285 °C; a temperatura do injetor foi 290 °C; 1 uL foi o volume injetado. EM foram
registrados em modo de ionizacado de elétrons (El), com uma energia de 70 eV. A temperatura
da fonte i6nica foi de 200 °C; com o tempo de corte de solvente de 5 minutos. Os compostos
foram identificados por comparacdo com os dados da biblioteca da Wiley 7.0 e NIST. A

evolucdo das reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), em
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placas de silica gel 60 Fzsa 0,2 mm de espessura (Merck). As placas de cromatografia em
camada delgada foram visualizadas sob luz ultravioleta ou por pulverizacdo com solucdo de
acido fosfomolibdico 10/ de EtOH, seguido de aquecimento. A cromatografia flash em coluna
(20 cm de comprimento e 2 cm de diametro) foi realizada usando gel de silica de 230-400

mesh (Merck).

2.2.4. Dados referentes aos ésteres graxos encontrados na fragao 2
O
M r
O 1

al P _O_r
\n/\R

a O

@)
R

1

0)
Aspecto fisico: 6leo incolor.
IV (Filme de NaCl, Omax/cm™): 3004, 2924, 2852, 1746, 1462, 1162, 722.

RMN de *H (CDCls3/ppm; 300 MHz) &: 5,33 (m, H); 5,23 (m, CH-B-glicerol); 4,27 (dd, J = 11,9,
4,1 Hz, CH,-a’-glicerol); 4,10 (dd, /= 11,7, 5,8 Hz, CH,-a-glicerol); 2,73 (m, CH=CH-CH,-CH=CH);
2,27 (m, CH2-2, CH»-2” e CH,-2""); 1,97 (m, -CHa-CH=CH-CHa-cis); 1,57 (m, CH2-3 e CH,-4); 1,25
(n-CH2); 0,84 (CHs).

RMN de *3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &6: 173,12 (O=C-1-éster do acido graxo); 173,09 (O=C-1"-
éster do 4cido graxo); 172,70 (O=C-1’"-éster do acido graxo); 130,14 (=CH- do acido graxo);
129,98 (=CH- do acido graxo); 129,90 (=CH- do 4cido graxo); 129,79 (=CH- do acido graxo);
129,68 (=CH- do acido graxo); 129,66 (=CH- do 4cido graxo); 128,11 (=CH- do acido graxo);
127,93 (=CH- do &cido graxo); 68,95 (O-CH-B); 62,09 (O-CH,-a e O-CH2-a’); 34,19 (CH2-2); 34,03
(CH2-2"); 31,58 (CH2-w3); 31,97 (CH2-w3); 29,82-29,09 (n-CH,); 27,26 (CH2-CH=CH-CH,); 27,21
(CH2-CH=CH-CH,); 24,89 (CH=CH-CH,-CH=CH); 22,74 (CHz; w2); 22,63 (CH2; w2); 14,14 (CHs-
w1); 14,10 (CHs-w1).
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2.2.5. Dados referentes ao cianolipideo tipo lll encontrado na fragao 3

Aspecto fisico: 6leo amarelo.

IV (Filme de NaCl, Omax/cm™): 3004, 2922, 2852, 2224, 1746, 1462, 1156, 722.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) 6: 5,57 (s, 1H, H-2); 5,33 (m, 3H, H); 4,88 (s, 2H, H-4'); 4,70
(s, 2H, H-4); 2,36 (t, 4H, J = 7,4 Hz, H-6, H-6"); 2,00 (m, =CH-CH.); 1,63 (m, 4H, H-7, H-7’); 1,25
(m, n-CH3); 0,87 (s, 3H, J = 6,8 Hz, CHs).

RMN de 3C (CDCl3/ppm; 75 MHz) 6: 173,04 (O=C-5-éster do acido graxo); 172,66 (O=C-5’-
éster do acido graxo); 155,03 (=C-3); 130,18 (=CH- do &acido graxo); 130,05 (=CH- do acido
graxo); 129,95 (=CH- do acido graxo); 129,77 (=CH- do acido graxo); 114,78 (NC-1); 98,72 (=CH-
2); 62,77 (O-CHz-4’); 61,71 (O-CHz-4); 34,06 (CH»-6"); 33,91 (CH»-6); 32,05 (CH:-w3); 32,03
(CH2-w3); 29,89-29,20 (n-CH2); 27,34 (CH2-CH=CH-CH2); 27,27 (CH2-CH=CH-CHz); 24,92 (CH.-
7’); 24,88 (CH2-7); 22,81 (CH2-w2); 14,24 (CH3-w1).
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2.3. Resultados e Discussao

Da parte interna das sementes de S. saponaria L., uma massa amarelada (30 g) foi
macerada em hexano por 24h em agitacao, fornecendo, apds eliminacdo do solvente, 10 g de

um 6leo amarelo (33/ ).

O 6leo amarelo foi primeiramente investigado por CCD. Apds a eluicdo com a mistura
de solvente Hx/Et,0 (9:1, v/v), observou-se a presenca de quatro componentes, que foram
separados por meio de cromatografia em coluna usando Hx/Et,0 como eluente em gradiente,
obtendo-se 30 fracdes. Pela analise por CCD foram reunidas em 4 fracdes principais (Tabela
2.2.1). A fracdo 2 rica em acidos graxos representa um total de 90/ e a fracdo 3 é rica em
cianolipideo do tipo Il (diéster de 1-ciano-2-hidroximetilprop-1-en-3-ol), representando 5/ .

O procedimento geral esta ilustrado na Figura 2.3.1.

2, e [T

analises . cc _ 1, 3 4
- )
ccop L y444- Ne | y Acidos graxos
maceragao . .
da semente Cianolipideos Cianolipideos

Figura 2.3.1 - Procedimento geral para a obten¢dao dos compostos das sementes de S.

saponaria L.

As fragGes 2 e 3 obtidas da cromatografia em coluna foram transesterificadas para

identificar os acidos graxos presentes nas diferentes fragdes por meio de analises por CG-EM.

O espectro no infravermelho da fracdo 2 mostrou banda de absor¢do caracteristica
3004 cmde alqueno. Em 2924 e 2852 cm™ foram observados bandas de Csp3 para grupos CH;
e CHs. Uma banda caracteristica de grupo carbonilico de éster foi observada em 1746 cm™,
Em 1162 cm™a banda de C-O e a 722 cm™ banda caracteristica de cadeia alifatica para o acido
graxo. Nao obstante, os espectros no infravermelho dos cianolipideo sao diferentes para cada
tipo de estrutura I-IV (MIKOLAJCZAK et al., 1979b). O constituinte de cianolipideo (fracdo 3)
mostrou os maximos de absorc¢do caracteristicos encontrados no espectro de acilglicerideos,

isto é, a 3004 cm™ (C-H alqueno), da mesma forma os grupos CH2 e CHs, com bandas a 2922 e
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2852 cm™. A banda em 1746 foi atribuido ao grupo carbonila de éster, a banda em 1156 cm™
ao estiramento da ligacdo C-O e a banda a 722 cm™ a banda caracteristica de cadeia alifética.
A primeira tentativa de identificar o tipo de cianolipideo contido na fracdo 3 foi apoiado pela
observacdo da banda de absor¢3o estreita em 2224 cm ™ atribuida a um grupo ciano conjugado
com uma ligagao dupla, que é normalmente encontrado nos espectros de acilglicerideos e sdao
relatados como diagndstico para cianolipideo do tipo Il e Il (Figura 2.1.1) (MIKOLAJCZAK et
al., 1979b; AVATO et al., 2005).

As analises dos espectros de RMN indicaram claramente que os lipideos isolados eram
triacilglicerideos (TAG). Os sinais relativos aos hidrogénios a e B do glicerol estavam presente
no RMN de hidrogénio como dois duplo dupleto em én = 4,10 e 4,27 para o a-CH; e a’-CH, do
glicerol, respectivamente. O multipleto em é4 = 5,23 indica a presenca do hidrogénio B-CH do
glicerol. Além disso, em &y = 5,33 aparece um sinal caracteristico de sistemas de dupla ligacao

dissubstituido com conjugacao cis (Figura 2.3.2).

5.3 5.1 4.9 4.7
f1 (ppm)

Figura 2.3.2 - Ampliacdo de parte do espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) da fragdo 2 rica

em triacilglicerideos (TAG).

No espectro de RMN de 13C observou-se em &c = 62,09 um sinal correspondente ao a-
CH; e o’-CH2 do grupo glicerol. Além a 6c = 68,95 observou-se a sinal do carbono metinico-
também do glicerol. A presenca dos sinais com os deslocamentos quimicos das carbonilas de

ésterem 6¢=173,12 (C-1), 6¢=173,09 (C1”) e 6c= 172,70 (C-1’) também confirmaram que os



lipideos isolados foram do tipo triacilglicerideos TAG (Figura 2.3.3) (AVATO et al., 2003;
GUSTONE, 1990).

—173.1204
—173.0995
-—62.0977

|

—172.7056
-— 68.9559

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
173.1 173.0 172.9 172.8 172.7 69 68 67 66 65 64 63 62 61
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 2.3.3 - Ampliac3o de parte do espectro de RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) da fragdo 2 rica

em triacilglicerideos (TAG).

Por outro lado, a transesterificacdo da fracdo 2 rica em triacilglicerideos permitiu
identificar em parte as cadeias dos acidos graxos presente nesta fracdo. Ao injetar a amostra
transesterificada no CG-EM, os resultados obtidos indicam a presenca de diferentes acidos
com cadeias insaturadas e saturadas. Na Figura 2.3.4 o cromatograma da fracdo
transesterificada, pode-se observar ao menos seis sinais de compostos majoritarios. Ao
comparar com a biblioteca de Wiley 7 e NIST os acidos graxos presentes foram identificados
como os isdbmeros monoinsaturados: acido cis-1-octadecendico (cis-vacénico (1)), acido cis-9-
octadecendico (cis-oleico (2)), acido linoléico (3), acido icosandico (4), acido cis-11-icosendico

(5), e o acido araquidico (6).
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Figura 2.3.4 - Cromatograma de CG-EM da fra¢ao transesterificada rica em TAG.

A informacao sobre a estrutura do cianolipideo extraido do éleo das sementes da S.
saponaria L. foi obtida nos experimentos de RMN uni e bi-dimencional, que permitiram as

atribuicdes dos sinais referentes aos cianolipideo do tipo Ill. No espectro de RMN de 3C, o
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sinal em éc = 114,78 indicou a presenca do grupo nitrila (C-1), isto é confirmado pelo simpleto
no espectro de RMN de 'H, em &4 = 5,57 a sinal correspondente ao hidrogénio (H-2) do metino
do algueno adjacente ao grupo nitrila. Os dados sugerem que os compostos isolados sdo
derivados do cianolipideo. Esta hipétese é confirmada pela presenca do sinal em é¢c = 98,72

atribuido a um carbono-2 vinilico ao grupo ciano e pelo carbono quaternario a (C-3) a 6c =

155,03, confirmado o alqueno trissubstituido (Figura 2.3.5).
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Figura 2.3.5 - Amplia¢dao dos espectros de RMN, da fragao 3 rica em cianolipideo. a) parte do

espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz). b) parte do espectro de RMN de *3C (CDCls, 75 MHz).

Os sinais com deslocamentos em 6y = 4,88 e &u = 4,70 sdo atribuidos, aos hidrogénios

dos metilenos CH,-4’ e CH;-4 (Figura 2.3.5) (MIKOLAJCZAK et al., 1979b; AVATO et al., 2005).

Para confirmar a presenca do cianolipideo do tipo Ill foi realizado o experimento
bidimensional COSY H -H. Neste espectro foram observados acoplamentos alilicos para os
hidrogénios metilenos H-4’ e H-4. Em primeiro lugar, observou-se um acoplamento mais forte
entre o sinal dos hidrogénios do metileno H-4 e o hidrogénio do grupo vinilico (H-2), em

comparagdo com o mesmo acoplamento, porém mais fraca entre os hidrogénios do metileno
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H-4’ com o hidrogénio vinilico-2 (Figura 2.3.6). A identificacdo desta fracdo de cianolipideo
com o diéster de 1-ciano-2-hidroximetilprop-1-en-3-ol foi confirmado no espectro de RMN de
13C pela presenca dos sinais de carbonos em 6¢c = 62,77 e ¢ = 61,71, que foram atribuidos aos
dois grupos metilénicos C-4' e C-4 da parte do diidroxilbutenil nitrila (AVATO et al., 2005).
Além desses sinais, foram observados os sinais dos grupos carbonilas de ésteres em ¢ =

173,04 e 6c = 172,69, respectivamente (Figura 2.3.5).

-4.5
H. —
50 E
=
E}I—El-lj -
=CH-CHN 5.5

Figura 2.3.6 - Expans3o do espectro COSY *H -H (CDCls, 300 MHz) para os cianolipideo do tipo

[l a partir de dleo de sementes de S. saponaria L.

Adicionalmente, o cromatograma no CG-EM da amostra rica em cianolipideo
transesterificada, mostrou trés sinais principais no cromatograma (Figura 2.3.7). Em
comparagdao com os dados da biblioteca Wiley 7 e NIST permitem detectar a presenca dos
acidos graxos: cis-11-octadecendico (cis-vacénico-(1)), cis-11-icosendico (2) e o acido saturado
icosandico (acido araquidico-(3)). Nas Figuras 2.3.8, 2.3.9 e 2.3.10 observaram-se os espectros
de massas dos diferentes sinais do cromatograma com seu respectivo espectro do composto

padrao ou espectro tedrico, confirmado desta forma os acidos graxos ligados ao cianolipideos.
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Figura 2.3.7 - Cromatograma de CG-EM da transesterificacdo do extrato rico em cianolipideos

do dleo da semente de S. saponaria L.
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Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo da composicdo detalhada do dleo
da parte interna da semente de S. saponaria L. Os resultados sdo muito importantes por que
revela a presenca do grupo cianolipideo, especificamente do tipo lll, o diéster de 1-ciano-2-

hidroximetilprop-1-en-3-ol (Figura 2.1.1 (lll)), ligado aos grupos acilglicerideos em misturas.

Investigacdes anteriores (MIKOLAJCZAK, 1977 e UCCIANI et al., 1994) revelaram que as
composicOes totais de acidos graxos de 6leos de sementes de outros membros da familia
Sapindaceae eram muito semelhantes e que os acidos cis-vacénico e araquidico foram os
componentes principais; e que sdo propostos como marcadores quimiotaxonomicos para esta
familia (MIKOLAJCZAK, 1977; GUSTONE, 1991). Na verdade, o acido cis-vacénico normalmente
ocorre em Oleos de sementes em pequenas quantidades, e o acido araquidico, esta
intimamente relacionado com cianolipideo (UCCIANI et al., 1994). Ambos acidos estdo
presentes nas sementes da S. saponaria L. confirmando a informacdo quimiotaxonomica

relacionada para esta familia de planta.

2.4. Conclusao

O estudo da fragdo hexanica da parte interna das sementes de S. saponaria L., permitiu
identificar os triacilglicerideos (TAG) como os isOmeros monoinsaturados: acido cis-11-
octadecendico (cis-vacénico), acido cis-9-octadecendico (cis-oleico), acido cis-11-icosendico,
acido linoleico, dacido icosandico e o acido araquidico. Os cianolipideo (CL) foram
representados por isdmeros monoinsaturados como o acido cis-11-octadecendico (acido cis-

vacénico), acido cis-11-icosendico e o acido araquidico.

Com relagdo a quimiotaxonomia pode-se dizer que a espécie S. saponaria L. apresenta
a mesma composicdo de produtos naturais que seus parentes da familia Sapindaceae,
especificamente nas sementes, destacando para esta espécie a presenga do cianolipideo tipo
Il o diéster de 1-ciano-2-hidroximetilprop-1-en-3-ol que representa 5/ da composi¢dao do
6leo. Por outro lado, os triacilglicerideos estdao presente em maior propor¢ao com uma

composi¢ao de 90/ do dleo das sementes de S. saponaria L.

Este é o primeiro relatorio da presenca de cianolipideo obtendo especificamente a

estrutura correspondente ao tipo Il para a espécie S. saponaria L.
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3. CAPITULO 2

Isolamento dos compostos majoritarios do

pericarpo do fruto de S. saponaria L.
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3.1. Introdugao

Os frutos de S. saponaria L. acumulam grandes quantidades de saponinas com a
hederagenina como aglicona mais abundante (MURGU e RODRIGUES-FILHO, 2006). Este
triterpeno pentaciclico se caracteriza por ter dois grupos hidroxila no anel A, uma dupla
ligacdo no anel C e um grupo carboxilico na posicdo C-28 (Figura 3.1.1). Além disso, é
conhecido que os acidos de triterpeno tipo oleano apresentam multiplas atividades biolégicas

(SUN et al., 2006).

(@)

Figura 3.1.1 - Acido (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oico (Hederagenina).

Do ponto de vista agroquimico, a hederagenina apresenta moderada atividade contra
fungos fitopatogénicos tais como: Rhizoctonia bataticola (EDso = 1636 pg mL™?) e Sclerotium
rolfsii (EDso = 412,5 pg mL?) (SAHA et al,, 2010a e 2010b). Também apresentam atividade
moderada no crescimento e desenvolvimento de lagarta Spodoptera littoralis (ADEL et al.,
2000). Adicionalmente, apresenta multiplas atividades farmacolégicas como: anti-
inflamatdria (TAKAGI et al., 1980), anti-microbiana (TIMON et al., 1980), hipotensora e anti-
espasmaodico (TROTIN et al., 1972), anti-leishmania (MAJESTER-SAVORNIN et al., 1991), além
de apresentar atividade moderada contra a linhagem de célula tumoral A549 com IC50=39% 6

ug mL? (GATHIER et al., 2009).

Devido ao amplo espetro de atividade que apresenta este prodoto natural, neste
capitulo descreve-se o isolamento da hederagenina, aglicona mais abundante do pericarpo do
fruto de S. saponaria L., para ser usado em futuras derivatiza¢des, além de outros compostos

majoritarios do extrato etandlico hidrolisado.
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Material vegetal

Os frutos de S. saponaria L. foram coletados em outubro de 2013 e 2014 no municipio
Tocantins (21°10'30"S e 43°01'04"W), Minas Gerais, Brasil. Amostras de comprovacao foram
secos e colocados na colegao da VIC Herbario do Departamento de Biologia Vegetal da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), sob o nimero VIC 35403. As sementes foram separadas

dos frutos e o pericarpo foi seco em estufa a 40 °C com ventilagdo durante 48 horas.

3.2.2. Extracao

500 g do pericarpo seco e moido foi submetido a extracdo com etanol por 72 h. Apds

eliminar o solvente foram obtidos 150 g de uma pasta de cor castanha

3.2.3. Hidrodlise das saponinas

Foram feitas dois tipos de hidrdlise. O primeiro, em que 50 g de extrato etandlico
foram hidrolisados com solucdo de 5/ de H2SO1 em MeOH-sob refluxo por 4 horas. O residuo
foi extraido com AcOEt (3 x 300 mL) e concentrado a pressdo reduzida, fornecendo 15 gramas

de uma pasta de cor castanha.

Para comprovar que o extrato foi hidrolisado uma aliquota desse extrato foi
derivatizado com BSTFA nas seguintes condi¢cdes: A 3 mg de extrato hidrolisado foram
adicionado 60 L de piridina anidra e 100 pL de BSTFA e aquecida a 70 °C por 30 min. Uma

alicuota dessa solugao foi injetado no CG-EM.

A segunda hidrdlise foi feita exclusivamente para obter hederagenina utilizando a
metodologia de Ohgi et al. (OHGI et al., 1999). Nesta, 100 g do extrato etandlico foram
hidrolisados com com solugdo de 2,5/ de H,SOs em MeOH (500 mL) sob refluxo por 2 horas.
Depois da hidrdlise o pH foi ajustado entre 6-7 com adigao de solugao de KOH 5/ em MeOH.
Em seguida foi adicionado carvao ativado (50 g) e o material foi submetido a refluxo por 30
minutos. A suspensdo resultante foi filtrada sob celite (1 g) e concentrada a pressao reduzida

a !/10de seu volume inicial, gerando um precipitado que foi filtrado e lavado com agua quente,
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fornecendo a hederagenina impura. A seguir, o composto foi lavado com acetonitrila (2 x 500

mL) e com EtOH (3 x 80 mL), fornecendo em torno de 8,5 g de hederagenina (3a).

3.2.4. Fracionamento do extrato hidrolisado

O extrato cor castanha (15 g) obtida na primeira hidrélise foi fracionada em coluna
cromatografica sob pressdo usando silica gel como fase estacionaria e como fase mével Hex-

AcOEt-MeOH com gradiente, obtendo 10 fracdes de 250 mL cada (Tabela 3.2.1).

Tabela 3.2.1 - Fracionamento do extrato etandlico hidrolisado.

Fracoes Solvente Massa (g)
1 Hex: AcOEt 4:1 1,5
2 Hex: AcOEt 4:1 2,8
3 Hex: AcOEt 7:3 1,6
4 Hex: AcOEt 3:2 1,5
5 Hex: AcOEt 1:1 0,6
6 Hex: AcOEt 2:3 0,8
7 Hex: AcOEt 1:4 1,2
8 AcOEt 2,3
9 AcOEt:MeOH 1:1 1,7
10 MeOH 0,7

3.2.5. Andlises dos constituintes das fragoes 1-3

As fragdes 1-3 (Tabela 3.2.1) oleosas de coloracdo ameralada e aroma agraddvel foram
submetidas a diferentes colunas cromatograficas usando silica gel como fase estacionaria para
separar seus compostos. Na fracdo 1 foi utilizada como fase moével Hex-éter dietilico em
gradiente, obtendo 6 fracGes (y) de 100 mL (Tabela 3.2.2). Para as fra¢des 2 e 3 se utilizou Hex-
Et,0 em gradiente como fase modvel, obtendo 12 fragdes (z) de 100 mL (Tabela 3.2.3).
Posteriormente todas as fracGes (y e z) foram injetadas em um CG-EM, para identificar os

contituintes presentes nas misturas.
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Tabela 3.2.2 - Fracionamento por cromatografia de coluna da fracdo 1 do extrato etandlico

hidrolisado.
Fragaoy 1 2 3 4 5 6
Massa (mg) 150 220 280 326 170 110

Tabela 3.2.3 - Fracionamento por cromatografia de coluna das fra¢cdes 2 e 3 do extrato

etandlico hidrolisado.

Fracao z 1 2 3 4 5 6
Massa (mg) 240 370 420 570 600 450

Fracdo z 7 8 9 10 11 12
Massa (mg) 500 370 280 220 160 120

3.2.6. Isolamento das sapogeninas 3a e 3b

As fracOes 5-6 e 8-10 (Tabela 3.2.1) foram reunidos e submetidas a cromatografia de
coluna utilizando como fase moével Hex-AcOEt 4:1 (v/v), fornecendo a hederagenina (3a, 2,5
g) e o acido oleandlico (3b, 600 mg) como sdlidos brancos, (Figura 3.3.3) que foram
caracterizados por meio de métodos espectroscopicos e seus dados foram confirmados com

os relatados na literatura (PAWAN e DHARA, 1992; KHALIL et al., 2000; BOKE, 2014).

3.2.7. Isolamento do composto 3c

A fragdo 7, obtida da cromatografia sob pressao (Tabela 3.2.1), foi submetida a coluna
cromatografica de silica gel usando como fase moével Hex-AcOEt 4:1 com gradiente. Foi isolado
o glicosideo 1-metoxi-5-metiltetrahidro-1H-piran-2,3,4-triol (3c, 120 mg) (Figura 3.3.6) e
caracterizado por meio de métodos espectroscépicos. O composto 3c esta sendo relatado

pela primeira vez em esta espécie de planta.
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3.2.8. Dados referentes ao acido (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oico (hederagenina 3a)

Aspecto fisico: solido branco; Tr 317-319°C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3442, 1694, 1462, 1030.

RMN de H (CsDsN/ppm; 300 MHz) &: 5,52 (t, 1H, J = 3,0 Hz, H-12); 4,23 (m, 2H, H-3, H-23.);
3,74 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-23y); 3,32 (dd, 1H, J = 3,0, 15,0 Hz, H-18); 1,25 (s, 3H, CH3); 1,07 (s,
3H, CHs); 1,06 (s, 3H, CHs); 1,01 (s, 3H, CHs); 0,98 (s, 3H, CHs); 0,94 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CsDsN/ppm; 75 MHz) &: 180,53 (0=C-28); 145,18 (=C-13); 122,96 (=CH-12); 73,76
(HO-CH-3); 68,25 (HO-CH,-23); 48,96 (CH-9); 48,51 (CH-17); 47,01 (CH-5); 46,80 (CH-19);
43,24 (C-4); 42,54 (C-14); 42,35 (CH-18); 40,12 (C-8); 39,14 (CH,-1); 37,59 (C-10); 34,56 (CHa-
21); 33,60 (CH3-29); 33,56 (CH,-7); 33,33 (CH2-22); 31,30 (C-20); 28,69 (CH,-15); 28,02 (CHs-
27); 26,52 (CHz-2); 24,20 (CH3-30); 24,13 (CH2-11); 24,05 (CH,-16); 18,94 (CH,-6); 17,85 (CHs-
26); 16,32 (CH3-25); 13,48 (CH3-24).
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3.2.9. Dados referentes ao acido (3B)3-hidroxiolean-12-en-28-oico (acido oleandlico 3b)

Aspecto fisico: solido branco; Tf 300-303 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3444, 1694, 1030.

RMN de *H (CsDsN/ppm; 300 MHz) &: 5,52 (t, 1H, J = 3,0 Hz, H-12); 3,46 (m, 1H, H-3); 3,32 (dd,
1H, J=3,1 Hz, H-18); 1,29 (s, 3H, CH3); 1,25 (s, 3H, CHs); 1,03 (s, 6H, 2xCHs); 1,02 (s, 3H, CH3);
0,96 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, 3H, CH).

RMN de 13C (CsDsN/ppm; 75 MHz) &: 180,76 (0=C-28); 145,11 (=C-13); 122,89 (=CH-12); 78,39
(HO-CH-3); 55,12 (CH-5); 48,44 (CH-9); 46,99 (CH-17); 46,80 (CH,-19); 42,48 (CH-18); 42,32 (C-
14); 40,08 (C-8); 39,71 (CHz-1); 39,25 (C-4); 37,70 (C-10); 34,53 (CH,-21); 33,62 (CH3-29); 33,59
(CH2-7); 33,51 (CH2-22); 31,30 (C-20); 29,11 (CHs-23); 28,63 (CH2-15); 28,41 (CH,-2); 26,50
(CH3-27); 24,14 (CH3-30); 24,10 (CH2-16); 24,01 (CH,-11); 19,12 (CH,-6); 17,75 (CHs-26); 16,90
(CH3-25); 15,88 (CH3-24).
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3.2.10. Dados do 1-metoxi-5-metiltetrahidro-1H-piran-2,3,4-triol (3c)

H,
CH,

OH
HO o)
HO \% H,
5

H
H

Aspecto fisico: Oleo amarelo claro;
IV (filme de NaCl, Omax/cm™): 3402, 1250, 1132, 1054.

RMN de *H (CsDsN/ppm; 300 MHz) &: 5,10 (s, 1H, H-1); 4,51 (m, 1H, H-2); 4,44 (dd, 1H,J=3,3
e 9,3 Hz, H-3); 4,27 (t, 1H, J = 9,3 Hz, H-4); 4,06 (m, 1H, H-5); 3,37 (s, 3H, O-CHs); 1,54 (d, 3H, J
= 6,2 Hz, CHs).

RMN de 13C (CsDsN/ppm; 75 MHz) &: 103,26 (O-CH-0); 74,46 (HO-CH); 73,29 (HO-CH); 72,78
(HO-CH); 70,30 (O-CH); 55,42 (O-CHs); 19,32 (CHs).

HRMS (ESI TOF-MS) : [M+Na]* calculado para [C7H14NaOs]*: m/z =201,0728, encontrado: m/z
=201,0734.
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3.3. Resultados e Discussao

Os pericarpos dos frutos de S. saponaria L. foram secos, pulverizado e macerados
obtendo uma pasta de cor castanha, que posteriormente foi submetida a hidrolise acida. O

esquema de isolamento dos compostos majoritarios do extrato hidrolisado esta representado

na Figura 3.3.1.

e

i 50g
—’.,

- Hidrolise

maceragao
pericarpo seco EtOH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| I |CC Hex-AcOEt |— | | |
. - lCC Hex-AcOEt
CC-y Hex-Eter Ac. oleandlico (600 mg; 3b)
Hederagenina (2,5 g; 3a)
CC-z
Hex-Et,0 CC-Hex-AcOEt

N O U

1z 2z 3z 4z 5z 6z 7z 8 9z 10z 11z 12z
I A

ly 2y 3y 4y 5y 6y

Figura 3.3.1 - Esquema de isolamento dos compostos majoritario do extrato etandlico

hidrolisado.

No total foram obtidos trés produtos naturais. Do extrato etandlico hidrolisado, foram
isolados as agliconas hederagenina (3a) e o acido oleandlico (3b), e da fracdo 7 foi obtida o
glicosideo 1-metoxi-5-metiltetrahidro-1H-piran-2,3,4-triol (3c). Adicionalmente, foi obtida
uma série de fragdes contendo constituintes ainda nao identificadas. No entanto a
guimiotaxonomia desta espécie sugere que poderiam ser sesquiterpenos e triterpenos ligados

a acidos graxos (MURGU e RODRIGUES-FILHO, 2006).
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Na segunda hidrdlise utilizando a metodologia de Ohgi e colaboradores (1999), foi
obtida a hederagenina (3a), como sélido branco amorfo (3/ do pericarpo), que foi utilizada

para a obtencdo de derivados, relatados nos capitulos posteriores.

Uma aliquota do extrato hidrolisado foi derivatizado com BSTFA em piridina a 70 °C
por 30 minutos, e o produto dessa reacdo foi analisado por CG-EM, confirmando a presenca
da diferentes sapogeninas. A hederagenina (3a), aglicona mais abundante, o acido oleandlico
(3b) e o eridotriol foram identificados por meio de seus espectros de massas. A fragmentacao
retro Diels-Alder caracteristicas para estes triterpenos pentaciclicos (mostrada na Figura 3.3.2)
coincidiu com os dados reportados na literatura para triterpenos derivatizados com BSTFA

(BURNOUF-RADOSEVICH et al., 1985) (ver anexos 3.7.1).

Figura 3.3.2 - Fragmentacao retro Diels-Alder caracteristica para triterpenos pentaciclicos.

Os dados espectroscépicos da hederagenina (3a) e do acido oleandlico (3b) (Figura
3.3.3) isolados do extrato etandlico hidrolisado, coincidem com os relatados na literatura
confirmando o isolamento destas agliconas (PAWAN e DHARA, 1992; KHALIL et al., 2000;
BOKE, 2014).

HO

" ",

OH
Hederagenina (3a) Acido oleanélico (3b)

Figura 3.3.3 - Sapogeninas isoladas do extrato etandlico hidrolisado.
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O composto 1-metoxi-5-metiltetrahidro-1H-piran-2,3,4-triol (3c, 120 mg) (Figura 3.3.6)
foiisolado da fracdo 7 do extrato etandlico hidrolisado. O espectro de massa de alta resolucao
ESI-HRMS (MeOH, [M+Na]*) apresentou m/z = 201,0734 com férmula molecular de
C7H14aNaOs. Seu espectro no infravermelho apresenta uma banda correspondente ao grupo
hidroxila em 3402 cm™, bandas correspondentes a C-O de grupos hidroxila e éter em 1250,
1132 e 1054 cm™. O espectro de RMN de 'H apresentou sinais que integram para 11
hidrogénios: seis atribuidos a dois metila, um dupleto a éy = 1,54 com uma constante de
acoplamento de J = 6,3 Hz atribuido ao grupo metila ligada ao carbono metinico-5 e um
singleto pertencente ao grupo metoxila em 6y = 3,37. Na regido é6n = 4,60-4,00 foram
observado sinais com diferentes desdobramentos pertencentes a grupos metinicos, todos
ligados a oxigénios de hidroxila ou de éteres. O sinal do metino-2 corresponde a um
multipleto. O sinal do metino-3 se apresenta como um duplo dupleto com constante de
acoplamento axial-equatorial Jus-v2 = 3,3 Hz e outra constante axial-axial Ju-3-na =9,3 Hz. O sinal
do metino-4 tem um desdobramento de tripleto com constante axial-axial de Jua-n3 = Jua-ns =
9,3 Hz. O metino-5 aparece como um multipleto. Em &4 =5,10 observou-se o singleto largo

correspondente ao hidrogénio-1 anomérico (Figura 3.3.4).

Hy
OH CHg
0]
HO
HO Hq
Hy Hs
H 0
R 0-CH3 3 ~
H-1 CH3
CH;
r~— 1 -1~ 1 -1 1 1 1T 1 1 717" —7rtr - 1 - r - 1 1 1 1 T 1t 1.7
49 4.7 45 43 4.1 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 3.3.4 - Ampliacdo do espectro de RMN de *H (CsDsN, 300 MHz) do composto 3c.

O espectro de RMN de 13C apresenta sete sinais de carbonos, duas metilas em ¢ =
19,32 e outro mais desblindado a 6c = 55,42 ligado a um oxigénio pertencente ao grupo
metoxila. Na faixa entre 6c = 75-70 observam-se quatro sinais cada um para grupos metinicos

ligados a oxigénios e a 6c = 103,26 o sinal correspondente ao carbono-1 anomérico.
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O espectro bidimensional COSY H-'H, revela interacdes relevante sendo a mais
importante a correlacdes a trés ligacdes dos hidrogénios H-1 com H-2; H-2 com H-3; H-3 com

H-4, o hidrogénio-4 com H-5 e os hidrogénios do grupo metila-6 com H-5, (Figura 3.3.5).
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Figura 3.3.5 - Ampliacdo do espectro COSY *H-'H do composto 3c.

As correlacBes observadas no espectro COSY 'H-H, e as constantes de acoplamento
observada no RMN de 'H confirmam informaces estruturais que, junto com os dados do ESI-
HRMS, permitem propor uma estrutura para este produto natural denominado 1-metoxi-5-

metiltetrahidro-1H-piran-2,3,4-triol (3c), (Figura 3.3.6, anexo 3.6.4).
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CHj

Ho—-"/o
HO

O—ch,

Figura 3.3.6 - 1-metoxi-5-metiltetrahidro-1H-piran-2,3,4-triol (3c) isolado do extrato etandlico

hidrolisado de S. saponaria L.
3.4. Conclusoes

Por meio da sililacdo do extrato etandlico hidrolisado do pericarpo do fruto de S.
saponaria L. foram identificados através de analises de CG-EM as agliconas hederagenina,

acido oleandlico e eridotriol.

Do extrato hidrolisado foram isolados as agliconas hederagenina (3a) e acido

oleandlico (3b).

Da fracdo 7 do extrato hidrolisado foi isolado o composto 1-metoxi-5-metiltetrahidro-

1H-piran-2,3,4-triol (3c) até agora ndo relatado na literatura para esta espécie de planta.

O extrato hidrolisado apresentou material oleoso com aroma agraddvel cujos
constituintes ainda ndo foram identificados. No entanto, as analises dos espectros de RMN de
'H e 13C apresentam caracteristicas de esqueletos sesquiterpenos e triterpenos ligados a

acidos graxos.

A hederagenina é a aglicona mais abundante presente no pericarpo de S. saponaria L.,
que foi utilizada como material de partida para obtencao de diferentes derivados, relatados

nos proximos capitulos.
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3.6. Anexos

3.6.1. Cromatograma e espectros de massas das sapogeninas identificadas no extrato

etandlico hidrolisado do pericarpo do fruto de S. saponaria L.
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Espectros de massas dos sinais majoritarias do cromatograma do extrato etandlico hidrolisado

e derivatizado com BSTFA: A) Eridotriol; B) Ac. Oleandlico; C) Hederagenina.
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3.6.2. Dados referentes ao acido (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oico (hederagenina, 3a)
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3.6.3. Dados referente ao acido (3B)3-hidroxiolean-12-en-28-oico (acido oleandlico 3b)
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3.6.4. Dados referentes ao 1-metoxi-5-metiltetrahidro-1H-piran-2,3,4-triol (3c)
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4. CAPITULO 3

Derivatizacao da hederagenina para a formac¢ao
de ésteres e amidas substituidas no carbono-28 e sua

atividade citotoxica.
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4.1. Introducao

Sapindus saponaria L. tem sido muito pesquisada pela presenca de saponinas em seus
frutos e apresentam a hederagenina, um triterpeno pentaciclico do tipo oleanico, como a

aglicona mais abundante.

Os triterpenoides sdo metabdlitos de oligbmeros de pirofosfato isopentenila e
representam o maior grupo de compostos fitoquimicos. Estima-se que mais de 20.000
triterpenoides existam na natureza (LIBY et al., 2007). S3o amplamente encontrados em

frutos, legumes e plantas medicinais (SALVADOR, 2010).

Os triterpenoides sdo biossintetizados nas plantas pela ciclizacdo do esqualeno, um
triterpeno tipo hidrocarboneto e precursor de todos os esterdides (PHILLIPS et al., 2006). Eles
podem ainda ser subclassificados em diversos grupos, incluindo cucurbitanos, cicloartanos,
dammaranos, friedelanos, holostanos, hopanos, isomalabaricanos, lanostanos, limonoides,
lupanos, oleanos, protostanos, esqualeno, tirucallanos, ursanos e compostos diversos (SETZER

e SETZER, 2009; PETRONELLI et al., 2009; MULLAUER et al., 2010).

Alguns triterpenoides sdo usados para fins medicinais em muitos paises como: anti-
inflamatdrios, analgésicos, anti-piréticos, hepatoprotetivo, cardioténico, e por seus efeitos
sedativos e tonicos (OVENSNA et al., 2004; BISHAYEE et al., 2011). Estudos recentes ndo so
confirmaram algumas das propriedades farmacoldgicas ja citadas de varios triterpenoides,
mas também uma variedade de atividades bioldgicas adicionais, incluindo anti-oxidante, anti-
microbiana, anti-viral, anti-alérgica, anti-pruritica, anti-angiogénica, entre outras (SULTANA e
ATA, 2008; SHAH et al., 2009). Um numero crescente de triterpenoide exibe citotoxicidade
contra uma variedade de células cancerosas sem manifestar qualquer toxicidade em células
normais (SETZER e SETZER, 2003; PETRONELLI et al., 2009; LASZCZYK, 2009). Eles também
demonstram a eficacia antitumoral em modelos animais pré-clinicos de cancer (SETZER e

SETZER, 2009; LASZCZYK, 2009).
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Um grande numero de triterpenoides foram derivatizados por modificacdo estrutural de
compostos naturais para a otimizacdo de bioatividade, e alguns destes analogos semi-
sintéticos sao usados como potentes anti-inflamatdrios e anti-cancerigenos (LASZCZYK, 2009).
A eficacia antitumoral de vdrios triterpenos estd atualmente sendo avaliado em ensaios

clinicos de fase | (BISHAYEE et al., 2011).

Estudos in vitro e in vivo indicam que os triterpenos pentaciclicos causam inibicdo
sobre a proliferacdo celular e o crescimento do tumor em uma variedade de canceres
humanos (SALVADOR, 2010). Estruturalmente, alguns dos terpenoides sdo semelhantes aos
hormoénios humanos e, portanto, tém despertado interesse no desenvolvimento de
medicamentos que tenham como alvo os canceres hormonio-dependentes, tais como cancer
da mama e da préstata (YANG e DOU, 2010). Os mecanismos pelos quais estes compostos
exibem a sua atividade anti-cancer incluem a inibicdo do proteassoma, o NF-kB, e a proteina

anti-apoptética Bcl-2 (YANG e DOU, 2010; WANG et al., 2009).

4.1.1. O mecanismo antitumoral dos triterpenos

Inibicdao da proliferagao de células tumorais

A base citolégica do crescimento do tumor é a proliferacdo descontrolada de células
tumorais. O motivo para a proliferacdao descontrolada de células tumorais é principalmente
devido ao seu potencial relativo de crescimento de forma independente. Portanto, matar as
células tumorais com potencial capacidade de crescimento descontrolado é imprescindivel
durante a terapia. Enquanto isso, o requisito basico de drogas antitumorais é efetivamente

inibir a capacidade de proliferacao de células tumorais (ZHANG et al., 2014).

Os triterpenos tipo oleano e ursano apresentam forte efeito inibidor sobre a

proliferacao de linhagens de células HeLa (WANG et al., 2008; YOSHIKAWA et al., 2005).

Indugao do apoptose de células tumorais

O apoptose é o processo que provoca a morte celular através da ativacao de uma série
de sinais de morte, ao mesmo tempo, é bastante diferente da necrose celular. Apoptose de
células tumorais com defeito induz constantemente a proliferacdao do tumor além do tempo
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de vida normal, enquanto isso ajuda as células tumorais evitando a morte celular por isquemia
ou estresse oxidativo. Portanto, uma das estratégias importantes para inibir o crescimento do

tumor é o de induzir apoptose de células tumorais (ZHANG et al., 2014).

O 4acido oleandlico, pode induzir apoptose das células NB4. O mecanismo molecular é
o aumento da expressdao de mRNA-Bax e diminuicdo da expressao de Bcl-2 mRNA, ativando a
cisteina-proteinase, especificamente no caspase-3 do acido aspartico e caspase-9 (LI et al.,
2013). Além disso, o acido oleandlico pode inibir a proliferacdo de células tumorais através da

inibicdo da sinalizacdo de Akt/mTOR (WANG et al., 2013).

O bloqueio do ciclo da célula tumoral

A ocorréncia de tumor esta associada a regulacdo anormal do ciclo celular. A mutagdo
de genes supressores tumorais e oncogénicos levam a proliferacdo do ciclo celular fora de
controle e conduz a uma proliferacdo infinita de células, levando a formacdo de tumores.
Regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular esta intimamente relacionada com o ciclo
celular. Portanto, com o entendimento aprofundado do ciclo celular, a visdo de que "o cancer
pode ser uma classe de doencgas do ciclo celular" é levantada e a regulacdo do ciclo celular
tornou-se um ponto extremamente importante na investigacdo de tumores (ZHANG et al.,

2014).

Em experimentos in vivo e in vitro foi revelado que o acido oleandlico nao sé pode
desencadear a apoptose de células HepG2, mas também o bloqueio do ciclo celular na fase

G2/M por meio de diminui¢do da atividade da ciclina Bi/cdc2 (KESSLER et al., 2007).

A prevengao da invasao das células tumorais e metastases

A invasdo e metastase das células tumorais sdo simbolos de malignidade que também
sdo as fases mais perigosas do processo de ocorréncia, desenvolvimento e evolu¢ao do tumor.
O objetivo principal na prevengdo da invasao tumoral e metastase é bloquear especificamente

uma ou mais etapas do processo tumoral (ZHANG et al., 2014).

A glicirrizina, o dcido 18-B-glicirretinico, o acido ursolinico e o acido oleandlico (Figura
4.1.1) sdo terpenoides de uso comum na medicina chinesa.
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Figura 4.1.1 - Estruturas de terpenoides usados na medicina chinesa.

Alguns estudos evidenciaram que todas as quatro substancias tém efeitos multiplos
em linhagem de células de cancer do pulmao altamente metastatico (PGCL3). O niumero de
formacdo de col6nias de células-PGCL3 em 3gar, a adesdo das células de laminina, a
capacidade de migracdo e da secrecdo de catepsina B foram todas significativamente

reduzidas (HUANG et al., 2003).

A inibicao da angiogénese tumoral

O irrestrito crescimento invasivo e metdstase de um tumor maligno sdo dependentes
de angiogénese vascular. Novos vasos sanguineos formados fornecem alimento e oxigénio
para o tumor. Os capilares paracrino das células endoteliais também afetam o crescimento do
tumor. Por sua vez, as células tumorais produzem fatores angiogénicos que estimulam a
proliferacdo de células endoteliais. Com base nestes fatos, a inibicdo da angiogénese tumoral
pode prevenir eficazmente o crescimento do tumor e cortar a forma de metastase tumoral,
induzindo a regressdo ou laténcia do tumor (ZHANG et al., 2014). O acido ursolinico (Figura
4.1.1) pode reduzir a densidade microvascular intratumoral em camundongos com cancer
colorretal. Por conseguinte, os triterpenos podem inibir a angiogénese do tumor através da
inibicdo da expressdo do fator de crescimento endotelial vascular, desta forma podem

alcangar a meta de antitumoral (LIN et al., 2013; ZHANG et al., 2014).

Até o momento, os tumores tornaram-se muito comuns no ser humano.
Desenvolvimento de drogas anti-cancer eficientes e de baixa toxicidade é um dos objetivos
mais urgentes no campo da medicina. Compostos derivados de triterpeno possuem as
caracteristicas de baixa toxicidade natural, de alta eficiéncia, o que permite que seja uma

droga antitumoral promissora (WANG et al., 2013).
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Um estudo QSAR realizado por SIEWERT e colaboradores (2014), usando vérios ésteres
alifaticos e amidas na posicdo C-28 do acido maslinico (tritepeno oleandlico) revelou que a
presenca de um grupo doador de protons na posicdo C-28 parece desfavordvel para a
obtencdo de uma boa citotoxicidade. A presenca de um residuo lipofilico, contudo, melhorou
a atividade anti-cancer dos compostos, mantendo ainda a capacidade de desencadear a
apoptose. Tal como mostrado na Figura 4.1.2, os grupos volumosos parecem ser capazes de
interagir muito bem, com o até agora desconhecido intracelular alvo/receptor (SIEWERT et al.,

2014).

R=H |C50 = 19,5 I,LM

R = propil IC50 = 14,1 uM Carcinoma do ovario (A2789)
R = diciclohexilmetil IC5o= 3,6 uM

Figura 4.1.2 - Estrutura do acido maslinico (R =H) e ésteres citotéxicos usados contra a

linhagem tumoral A2789 (SIEWERT et al., 2014).

Assim, neste capitulo descreve-se a sintese e avaliacdo da atividade antitumoral de
alguns ésteres benzilicos substituidos e amidas substituidas no carbono-28 da hederagenina

(3a), sapogenina mais abundante no pericarpo do fruto de S. saponaria L.
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Obtencado da Hederagenina

A Obtencdo da hederagenina esta descrita no capitulo 2.

4.2.2. Sinteses

Os reagentes empregados na obtencdo dos produtos, a exce¢cdo de hederagenina,

foram de grau analitico e ndo passaram por purificacdo prévia.

A determinagao das faixas de fusao foi realizada em aparelho MQAPF-302 os valores
ndo foram corrigidos. Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos por meio de
pastilha de KBr contendo 1/ (m/m) do composto, em espectrémetro Perkin Elmer Spectrum
1000. As absorcdes foram relatadas em nimero de ondas 0 (cm™). Os espectros de
ressonancia magnética nuclear de *H e de '3C foram obtidos em aparelho Varian, Mercury 300
MHz e 75 MHz, respectivamente. As analises massa de alta resolucdo foram realizadas num
equipamento ESI-QTOF, maXiseTD, Bruker. A Andlise Elementar foram medidas numa unidade
de Foss-Heraeus Vario EL. A evolucdo das reacoes foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD), em placas de silica gel 60 Fsa 0,2 mm de espessura (Merck). O
desenvolvimento da cromatografia em camada delgada foi visualizado sob luz ultravioleta ou
por pulverizacdo com acido fosfomolibdico 10/ de EtOH, seguido de aquecimento. A
cromatografia flash em coluna (20 cm de comprimento e 2 cm de diametro) foi realizada

usando gel de silica de 230-400 mesh (Merck).

Sintese dos ésteres da hederagenina

Procedimento geral

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionam-se hederagenina (1
equiv.) em 5 mL de DMF, 5 equiv. de K,COs3 e brometo de benzila substituido (2 equiv.). O
sistema foi colocado sob agitacdao magnética a temperatura ambiente por 18 horas. A mistura
foi lavada com solugdo aquosa de HCI (5/ ), 4gua e solugdo saturada de cloreto de sédio por
(2x50 mL) e extraido com AcOEt. Em seguida a solugdo foi seca com Na,SO4 anidro e filtrada.

O filtrado foi concentrado num evaporador rotativo, sob pressao reduzida. O residuo foi
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purificado por cromatografia em coluna (silica gel; Hex-AcOEt) e os compostos obtidos foram

caracterizados por meio de métodos espectroscdpicos.

Procedimento para a forma¢ o de (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato  de

benzotriazol (4u).

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionaram hederagenina (120 mg)
e TBTU (115 mg) em THF (10 mL). Em seguida foram adicionados 70 pL de DIPEA, e o sistema
foi colocada sob agitacdo magnética por 3 horas a temperatura ambiente. Terminada a
reacdo, o precipitado foi separado por filtracdo. A fase organica foi lavada com agua e solucao
saturada de NaCl (2x50 mL) e extraido com AcOEt. Em seguida foi seca com Na;SO4 anidro e
filtrada. O filtrado foi concentrado num evaporador rotativo, sob pressao reduzida e o residuo

foi purificado por cromatografia em coluna (silica gel; Hex-AcOEt).

Na Tabela 4.2.1 sdo apresentadas as quantidades de reagentes empregadas na

formacdo de ésteres da hederagenina (4a-x).
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Tabela 4.2.1 - Reagentes e condicOes para o preparo dos derivados 4a-x a temperatura ambiente.

R-Br Tempo de Mistura de eluente .
. ~ . Rendimento
Massa Hederagenina reacao (cromatografia em Produto
mg; mmol; /
(mg; mmol) Massa (mg; mmol) (h) coluna)
Brometo de benzila
(80; 0,46) (100; 0,23) 18 He’(":lc)o Et 4a 66; 0,11; 56
Brometo de o-
nitrobenzila (100; 0,23) 18 Hex: AcOEt (3:1) 4b 56; 0,09; 43
(100; 0,46)
Brometo de o-
. (100; 0,23) 18 Hex: AcOEt (3:1) 4c 74; 0,11; 55
bromobenzila
(115; 0,46)
Brometo de
. (100; 0,23) 18 Hex: AcOEt (2:1) 4d 26; 0,04; 18
pentafluorobenzila
(115; 0,46)
Brometo de o-
clorobenzila (100; 0.23) 18 Hex('zélc)OEt 4e 96; 0,16; 76
(95; 0,46) '
Brometo de o-
metilbenzila (100; 0,23) 18 Hex: AcOEt (2:1) 4af 105; 0,18; 86
(85; 0,46)
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Tabela continua..

R-Br . Tempo de Mistura de eluente .
Hederagenina Massa . . Rendimento
Massa (mg; mmol) reacao (cromatografia em Produto mg; mmol; /
(mg; mmol) ! (h) coluna) ! !
Brometo de 2,6-
! Hex: AcOE
diclorobenzila (100; 0,23) 18 eX(Z, 1°)O t 4g 100; 0,15; 75
(110; 0,46) '
Brometo de o-
: E
flurobenzila (100; 0,23) 18 He(xz ?,Cl()) t 4h 70; 0,12; 57
(90; 0,47) a
Brometo de 2,4- . Hex: AcOEt . ) )
difluorobenzila (100; 0,23) 18 (2:1) 4 48;0,08; 38
(100; 0,48)
Brometo de 2,6- . Hex: AcOEt . ) )
difluorobenzila (100; 0,23) 18 (2:1) 4 100; 0,16; 79
(100; 0,48)
Brometo de m- Hex: AcOEt
nitrobenzila (100; 0,23) 18 (2:1) 4k 61; 0,10; 47
(100; 0,46)
Brometo de m- Hex: AcOEt
clorobenzila (100; 0,23) 18 (2,5:1) 4l 45;0,07; 35
(95; 0,46)
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Tabela continua..

R-Br . Tempo de Mistura de eluente .
Hederagenina Massa - . Rendimento
Massa (mg; mmol) reacao (cromatografiaem  Produto mg; mmol; /
(mg; mmol) ’ (h) coluna) ’ ’
Brometo de m-
Hex: AcOE
metilbenzila (100; 0,23) 18 e"(Z, 1°)O t 4m 65; 0,11; 53
(85; 0,46) '
Brometo de m- Hex: AcOEt
100; 0,2 1 ;0,11;
bromobenzila (100; 0,23) 8 (2:1) 4n 75;0,11; 35
(115; 0,46)
B to de p- Hex: AcOEt
rometo de p (100; 0,23) 18 ex: Ac 40 110; 0,19; 90
fluorobenzila (1:2)
(90; 0,47)
Brometo de p- Hex: AcOEt
bromobenzila (100; 0,23) 18 (2:1) 4p 110;0,17; 81
(115; 0,46)
Brometo de p- Hex: AcOEt
clorobenzila (100; 0,23) 18 (2:1) 4q 118;0,19; 93
(95; 0,46)
Brometo de p-
nitrobenzila (100; 0,23) 18 He"('zélc)OEt 4r 75 0,12; 58
(100; 0,46) '
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Tabela continua..

R-Br Tempo de Mistura de eluente .
. ~ . Rendimento
Massa Hederagenina Massa reagdo (cromatografia em Produto
mg; mmol;/
(mg; mmol) (mg; mmol) (h) coluna)
Brometo de p-
Hex: AcOE
metilbenzila (100; 0,23) 18 eX(Z, 1°)O t 4s 40; 0,07; 32
(85; 0,46) '
Brometo de 3,5-
’ : E
dimetoxibenzila (100; 0,23) 18 Hex(z,'Alc)O t 4t 90; 0,14; 68
(110; 0,47) '
TBTU Hex: AcOEt
(115; 0,35) (100; 0,23) 3 (2:15) 4u 115; 0,19; 92
1(2—br(?moetll)1,3— (100; 0,23) 18 Hex: AcOEt av 105; 0.17; 84
dioxano (2:1)
(90; 0,46)
O
N B :
N (100; 0,23) 18 Hex(zélc)OEt 4w 107: 0,16; 76
N :
(125; 0,46)
Br/\\
X . Hex: AcOEt . _
(55 0,46) (100; 0,23) 18 (2:1) ax 100; 0,19; 92
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Sintese das amidas da hederagenina

Procedimento geral

A um bal3do bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionou-se 0,25 mmol de TBTU e
0,45 mmol de DIPEA, e uma mistura 0,23 mmol de hederagenina e 0,50 mmol da amina em 8
mL de THF. O sistema foi colocado sob agitacdo vigorosa por 4 horas a temperatura ambiente
e atmosfera de nitrogénio. A seguir, a mistura foi filtrada e o residuo lavado com 4gua e com
solucdo saturada de NaCl (2x50 mL) e extraido com AcOEt. Em seguida foi secada em Na;SOa4
anidro e filtrada. O filtrado foi concentrado em evaporador rotativo, sob pressao reduzida,
logo o residuo foi purificado por cromatografia em coluna (silica gel; Hex-AcOEt) e os produtos

obtidos foram caracterizados por meio de métodos espectroscdpicos e espectrometricos.

Procedimento para a forma¢ o do composto 5i

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionou-se 0,23 mmol do
composto 4u, 0,24 mmol de Na,COs e 0,50 mmol do aminoacido em 8 mL de THF. O sistema
foi colocado sob agitacdo vigorosa por 2 horas a temperatura ambiente sob atmosfera de
nitrogénio. Logo a mistura foi filtrada e o residuo lavado com 4gua e solucdo saturada de NaCl
(2x50 mL) e extraido com AcOEt. Em seguida foi secada em Na»SO4 anidro e filtrada. O filtrado
foi concentrado em evaporador rotativo, sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por

cromatografia em coluna (silica gel; Hex-AcOEt).

Na Tabela 4.2.2 s3o apresentadas as quantidades de reagentes empregadas na

formacgdo de amidas derivados da hederagenina (5a-i).
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Tabela 4.2.2 - Reagentes e condicOes para o preparo dos derivados 5a-i a temperatura ambiente em atmosfera de Nitrogénio.

Amina Hederagenina TBTU/DIEA Tempo de Mistura de eluente .
Rendimento
Massa Massa Massa (cromatografia em Produto me: mmol: /
(mg; mmol) (mg; mmol) (mg; mmol) coluna) & ’
NH2
(80; 0,25)/ Hex:AcOEt
. . 2 .
é (100; 0,23) (59: 0.45) 1:2) 5a 114; 0,20; 96
(53; 0,50)
NH2
;0,2
B (100; 0,23) (é%_% 4‘2)/ Hex: ACOEt (1:2) 5b 97;0,17; 79
/ ’ ’
(61; 0,50)
NK\NHZ 80; 0,25
(100; 0,23) ((59'_ (; 45))/ Hex: AcOEt (1:2) 5c 91; 0,16; 76
(56; 0,50)
(\NHZ
N
) (80; 0,25)/ ) ) ) )
ioj (100; 0,23) (55; 0.45) Hex: AcOEt (1:2) 5d 90; 0,15; 72
(65; 0,50)
HzN/\ (100; 0,23) ((85%‘%2455))/ Hex: AcOEt (1:2) 5e 101; 0,20; 93
(30; 0,50) 1 S
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Tabela continua..

Amina Hederagenina TBTU/DIEA Tempo de Mistura de eluente Rendimento
Massa Massa Massa reacao (cromatografia em Produto me: mmol: /
(mg; mmol) (mg; mmol) (mg; mmol) (h) coluna) & !
NH>
N .
O (100; 0,23) (é%.%i?)/ 4 Hex:AcOEt (1:3) 5f 87; 0,15; 70
(64; 0,50)
O
~
H2N -02
/\CL]/ (100; 0,23) ((85%%' 455))/ 4 Hex:AcOEt (1:3) 5g 105; 0,19; 91
(79; 0,50) "
NH2
BN (80; 0,25)/ Hex:AcOEt
. (g4 : 116: 18:
m (100; 0,23) (59 0,45) 4 (1:3) 5h 6;0,18; 88
(82; 0,50)
NH;
OH
N R (100; 0,23) ((85%_%155))/ 3 Hex: AcOEt (1:5) 5i 99; 0,15; 71

HN

(102; 0,50)




4.2.3. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de benzila (4a)

31 33’

Aspecto fisico: solido branco; Tr 160-162 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3410, 3032, 1722, 1158, 1044, 746, 696.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,34-7,31 (m, 5H, H); 5,27 (t, 1H, J = 3,6 Hz, H-12); 5,09
(d, 1H, J= 12,5 Hz, H-31.); 5,03 (d, 1H, J = 12,5 Hz, H-31); 3,69 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61
(dd, 1H, J = 8,7, 7,0 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23); 2,89 (dd, 1H, J = 13,7, 4,5 Hz, H-
18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 6H, 2xCHs); 0,89 (s, 3H, CH3); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,59 (s, 3H, CH3).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,45 (0=C-28); 143,62 (=C-13); 136,37 (C-32); 128,38
(C-33, 33'); 127,94 (C-34, 34’); 127,89 (C-35); 122,40 (=CH-12); 76,85 (HO-CH-3); 72,09 (HO-
CH,-23); 65,92 (0-CH,-31); 49,79 (CH-9); 47,57 (C-17); 46,71 (C-5); 45,80 (CH2-19); 41,74 (C-4);
41,68 (C-14); 41,34 (CH-18); 39,25 (C-8); 38,08 (CHa-1); 36,86 (C-10); 33,83 (CH2-21); 33,07
(CHs-29); 32,47 (CH2-7); 33,34 (CH,-22); 30,67 (C-20); 27,58 (CH,-15); 26,68 (CH3-27); 25,87
(CH2-2); 23,61 (CH3-30); 23,34 (CHa-11); 23,01 (CH,-16); 18,45 (CH2-6); 16,87 (CH3-26); 15,64
(CHs-25); 11,38 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs504]*: m/z = 563,4104, encontrado: m/z =
563,4100.
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4.2.4. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-nitrobenzila (4b)

37

Aspecto fisico: solido branco; T 168-170 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3418, 1724, 1528, 1160, 1046, 730.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) 6: 8,06 (dI, 1H, J = 7,8 Hz, H-34); 7,63 (d, 1H, J = 1,1 Hz, H-
36); 7,61 (d, 1H, J = 0,7 Hz, H-37); 7,48 (m, 1H, H-35); 5,48 (d, 1H, J = 14,4 Hz, H-31.); 5,40 (d,
1H, J = 14,4 Hz, H31b); 5,27 (t, 1H, J = 3,5 Hz, H-12); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.); 3,61 (dd,
1H, J = 7,1, 6,9 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y); 2,87 (dd, 1H, J = 14,2, 4,0 Hz, H-18);
1,11 (s, 3H, CHs); 0,92 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, 6H, 2xCHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,55 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,20 (O=C-28); 148,02 (C-33); 143,68 (=C-13); 133,59
(C-32); 132,38 (C-36); 129,83 (C-37); 128,89 (C-35); 125,08 (C-34); 122,70 (=CH-12); 76,99 (HO-
CH-3); 72,25 (HO-CH,-23); 62,97 (O-CH,-31); 49,91 (CH-9); 47,69 (C-17); 47,15 (C-5); 45,98
(CH2-19); 41,91 (C-4); 41,83 (C-14); 41,49 (CH-18); 39,40 (C-8); 38,22 (CH,-1); 37,01 (C-10);
33,95 (CH,-21); 33,19 (CHs-29); 32,57 (CH,-7); 32,53 (CH,-22); 30,81 (C-20); 27,72 (CH,-15);
26,86 (CH3-27); 26,03 (CH,-2); 23,72 (CH3-30); 23,50 (CH,-11); 23,28 (CH,-16); 18,59 (CH,-6);
16,99 (CHs-26); 15,78 (CH3-25); 11,51 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs3NOs]*: m/z = 608,3951, encontrado: m/z =
608,8198.

CHN: calculado: C, 73,11; H, 8,79; encontrado: C, 72,87; H, 8,93.
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4.2.5. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-bromobenzila (4c)

37

Aspecto fisico: sélido branco; Tf 171,3-173 °C
IV (filme KBr, Omax/cm?): 3414, 3078, 1722, 1158, 1032, 748.

RMN de *H (CDCl3/ppm; 300 MHz) &: 7,56 (dd, 1H, J = 7,9, 1,3 Hz, H-34); 7,42 (dd, 1H, J = 7,6,
1,7 Hz, H-37); 7,29 (td, 1H, J = 7,4, 1,3 Hz, H-36); 7,17 (td, 1H, J = 7,8, 1,8 Hz, H-35); 5,28 (t, 1H,
J=3,6 Hz, H-12); 5,16 (d, 1H, J = 13,1 Hz, H-31,); 5,09 (d, 1H, J = 13,1 Hz, H-31y); 3,71 (d, 1H, J
= 10,3 Hz, H-23,); 3,62 (dd, 1H, J = 8,9, 6,9 Hz, H-3); 3,41 (d, 1H, J =10,3 Hz, H-23); 2,91 (dd,
1H, J = 13,7, 4,0 Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,92 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 3H, CH3); 0,89 (s, 3H,
CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,57 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,44 (0=C-28); 143,71 (=C-13); 135,84 (C-32); 132,89
(C-34); 130,33 (C-37); 129,66 (C-35); 127,49 (C-36); 123,74 (C-33); 122,66 (=CH-12); 77,05 (HO-
CH-3); 72,32 (HO-CH,-23); 65,78 (O-CH,-31); 49,94 (CH-9); 47,73 (C-17); 47,06 (CH-5); 46,01
(CH-19); 41,93 (C-4); 41,83 (C-14); 41,48 (CH-18); 39,41 (C-8); 38,24 (CH,-1); 37,02 (C-10);
34,00 (CH,-21); 33,23 (CH3-29); 32,63 (CH2-7); 32,57 (CH2-22); 30,84 (C-20); 27,77 (CH2-15);
26,91 (CH3-27); 26,02 (CH,-2); 23,76 (CH3-30); 23,51 (CH,-11); 23,22 (CH,-16); 18,62 (CH,-6);
17,03 (CHs-26); 15,80 (CH3-25); 11,51 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs3BrOa]*: m/z = 641,7183, encontrado: m/z
=643,3204, [M+2+H]*: m/z = 643,3204.

CHN: calculado: C, 69,25; H, 8,32; encontrado: C, 69,01; H, 8,43.
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4.2.6. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de pentafluorobenzila (4d)

Ty
24 / I 23

OH

Aspecto fisico: sélido branco; T:143,4-145,2 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3430, 1734, 1508, 1150, 1130, 1052, 942.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 5,24 (t, 1H, J = 3,4 Hz, H-12); 5,19 (dt, 1H, J = 12,0, 1,0
Hz, H-31,); 5,07 (dt, 1H, J = 12,0, 1,0 Hz, H-31y); 3,70 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23,); 3,62 (tl, 1H, J
= 7,5 Hz, H-3); 3,41 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23b); 2,82 (dd, 1H, J = 12,9, 4,5 Hz, H-18); 1,09 (s, 3H,
CHs); 0,92 (s, 3H, CH3); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,88 (s, 6H, 2xCH3); 0,54 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,15 (O=C-28); 143,34 (=C-13); 122,79 (=CH-12); 76,89
(HO-CH-3); 72,22 (HO-CH,-23); 49,91 (CH-9); 47,65 (C-17); 47,03 (CH-5); 45,81 (CH,-19); 41,92
(C-4); 41,79 (C-14); 41,52 (CH-18); 39,33 (C-8); 38,23 (CH,-1); 37,00 (C-10); 33,86 (CH,-21);
33,18 (CH3-29); 32,62 (CH-7); 32,35 (CH,-22); 30,80 (C-20); 27,60 (CH,-15); 26,87 (CH3-27);
25,97 (CH,-2); 23,70 (CH3-30); 23,47 (CH-11); 23,01 (CH,-16); 18,56 (CH,-6); 16,66 (CH3-26);
15,70 (CHs-25); 11,53 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [H,0-M+H]* calculado para [C37Ha7FsOs]*: m/z = 635,3525, encontrado:
m/z = 635,3524,
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4.2.7. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-clorobenzila (4e)

37

Aspecto fisico: sélido branco; T 176,2-177,3 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3408, 3064, 1724, 1250, 1160, 1042, 1010, 752.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,42 (m, 1H, H-34); 7,37 (m, 1H, H-37); 7,24 (m, 2H, H-
35, H-36); 5,27 (t, 1H, J = 3,4 Hz, H-12); 5,17 (d, 1H, J = 13,0 Hz, H-31.); 5,12 (d, 1H, J = 13,0 Hz,
H-31p); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61 (dd, 1H, J = 8,4, 7,0 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,3
Hz, H-23b); 2,90 (dd, 1H, J = 13,6, 4,2 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, 3H,
CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,57 (s, 3H, CH).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,48 (0=C-28); 143,69 (=C-13); 134,16 (C-32); 133,91
(C-33); 130,19 (C-37); 129,59 (C-34); 129,86 (C-35); 126,86 (C-36); 122,63 (=CH-12); 77,02 (HO-
CH-3); 72,27 (HO-CH,-23); 63,64 (O-CH,-31); 49,93 (CH-9); 47,72 (C-17); 47,04 (CH-5); 46,00
(CH-19); 41,90 (C-4); 41,82 (C-14); 41,48 (CH-18); 39,39 (C-8); 38,23 (CH,-1); 37,01 (C-10);
33,99 (CH,-21); 33,22 (CH3-29); 32,63 (CH2-7); 32,57 (CH2-22); 30,84 (C-20); 27,77 (CH2-15);
26,91 (CH3-27); 26,02 (CH,-2); 23,75 (CH3-30); 23,50 (CH,-11); 23,20 (CH,-16); 18,61 (CH,-6);
17,00 (CHs-26); 15,79 (CH3-25); 11,52 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs3Cl04]*: m/z = 597,2670, encontrado: m/z =
598,3711.

CHN: calculado: C, 74,40; H, 8,94; encontrado: C, 73,95; H, 9,03.
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4.2.8. Dados referente ao (38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-metilbenzila (4f)

37

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 165,3-166,8 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3420, 1718, 1160, 1040, 740.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,32 (m, 1H); 7,17 (m, 3H); 5,25 (t, 1H, J = 3,4 Hz, H-12);
5,10 (d, 1H, J = 12,6 Hz, H-314); 5,03 (d, 1H, J = 12,6 Hz, H-31y); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,);
3,61 (tl, 1H, J = 8,3 Hz, H-3); 3,41 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23b); 2,88 (dd, 1H, J = 13,9, 4,2 Hz, H-
18); 2,34 (s, 3H, CHs); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 6H, 2xCHs); 0,88 (s, 6H, 2xCH3); 0,56 (s, 3H,
CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,62 (0=C-28); 143,74 (=C-13); 137,00 (C-32); 134,43
(C-33); 130,30 (C-34); 129,32 (C-37); 128,35 (C-35); 126,00 (C-36); 122,57 (=CH-12); 77,05 (HO-
CH-3); 72,31 (HO-CH,-23); 64,60 (O-CH,-31); 49,95 (CH-9); 47,73 (C-17); 47,00 (CH-5); 46,01
(CH-19); 41,92 (C-4); 41,83 (C-14); 41,50 (CH-18); 39,38 (C-8); 38,24 (CH,-1); 37,02 (C-10);
33,99 (CH,-21); 33,23 (CH3-29); 32,63 (CH2-7); 32,56 (CH2-22); 30,80 (C-20); 27,73 (CH2-15);
26,90 (CH3-27); 26,02 (CH,-2); 23,75 (CH3-30); 23,49 (CH,-11); 23,20 (CH2-16); 19,06 (CH,-38);
18,61 (CH,-6); 16,99 (CH3-26); 15,79 (CHs-25); 11,51 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M + H]* calculado para [CsgHs604]*: m/z = 576,8488, encontrado: m/z =
577,4266.

CHN: calculado: C, 79,12; H, 9,79; encontrado: C, 79,00; H, 9,98.
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4.2.9. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 2,6-diclorobenzila (4g)

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 148,6-150,2 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3440, 1730, 1158, 1032, 768.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,32 (d; 1H, J = 8,4 Hz, H-34); 7,32 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-
36); 7,21 (dd, 1H, J = 8,9, 7,0 Hz, H-35); 5,32 (d, 1H, J = 11,7 Hz, H-31.); 5,26 (d, 1H, J = 11,8 Hz,
H-31b); 5,24 (t, 1H, J = 3,3 Hz, H-12); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,62 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-
3); 3,41 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 2,86 (dd, 1H, J = 14,0, 4,0 Hz, H-18); 1,09 (s, 3H, CHs); 0,93
(s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,68 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,45 (0=C-28); 143,57 (=C-13); 137,14 (C-32); 131,99
(C-35); 130,38 (C-33); 130,38 (C-37); 128,47 (C-34); 128,47 (C-36); 122,63 (=CH-12); 77,06 (HO-
CH-3); 72,32 (HO-CH,-23); 61,29 (O-CH,-31); 49,97 (CH-9); 47,74 (C-17); 47,15 (CH-5); 45,93
(CH-19); 41,91 (C-4); 41,83 (C-14); 41,45 (CH-18); 39,37 (C-8); 38,25 (CH,-1); 37,03 (C-10);
33,99 (CH,-21); 33,23 (CH3-29); 32,68 (CH2-7); 32,46 (CH»-22); 30,83 (C-20); 27,81 (CH»-15);
26,88 (CH3-27); 25,98 (CH,-2); 23,74 (CH3-30); 23,53 (CH,-11); 23,06 (CH,-16); 18,66 (CH,-6);
17,15 (CHs-26); 15,82 (CH3-25); 11,52 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M + H]* calculado para [C37H52Cl,04]*: m/z = 631,7117, encontrado: m/z
=631,3308.

CHN: calculado: C, 70,35; H, 8,30; encontrado: C, 70,11; H, 8,52.
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4.2.10. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-fluorobenzila (4h)

Aspecto fisico: sélido branco; T:161,7-163,2 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3422, 1724, 1158, 1031, 756.

RMN de *H (CDCl3/ppm; 300 MHz) 6: 7,37 (td, 1H, J = 7,6, 1,8 Hz, H-37); 7,30 (tdd, 1H, J = 7,5,
5,6, 1,9 Hz, H-35); 7,11 (td, 1H, J = 7,5, 1,2 Hz, H-36); 7,05 (ddd, 1H, J = 9,3, 8,2, 1,2 Hz, H-34);
5,26 (t, 1H, J = 3,5 Hz, H-12); 5,11 (tl, 2H, J = 13,3 Hz, H-31); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.);
3,62 (dd, 1H, J = 8,8, 6,9 Hz, H-3); 3,41 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23y); 2,88 (dd, 1H, J= 13,6, 3,9 Hz,
H-18); 1,10 (s, 3H, CH3); 0,91 (s, 6H, 2xCH3); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CH3); 0,57 (s, 3H,
CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,52 (C=0-28); 161,13 (d, J = 246,9 Hz, C-33); 143,68
(=C-13); 130,73 (d, J = 3,7 Hz, C-37); 130,05 (d, J = 8,0 Hz, C-35); 124,13 (d, J = 3,8 Hz, C-32);
123,67 (d, J = 14,8 Hz, C-36); 122,59 (=CH-12); 115,48 (d, J = 21,0 Hz, C-34); 77,04 (HO-CH-3);
72,30 (HO-CH,-23); 61,20 (d, J = 3,9 Hz, O-CH,-31); 49,95 (CH-9); 47,73 (C-17); 46,94 (CH-5);
45,97 (CH-19); 41,92 (C-4); 41,82 (C-14); 41,50 (CH-18); 39,38 (C-8); 38,24 (CH,-1); 37,02 (C-
10); 33,98 (CH,-21); 33,23 (CHs-29); 32,63 (CH2-7); 32,46 (CH,-22); 30,83 (C-20); 27,70 (CH-
15); 26,89 (CH3-27); 26,01 (CH,-2); 23,75 (CHs-30); 23,51 (CH,-11); 23,15 (CH,-16); 18,62 (CH,-
6); 16,94 (CHs-26); 15,80 (CH3-25); 11,52 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs3FO4]*: m/z = 580,8127, encontrado: m/z =
581,4003.

CHN: calculado: C, 76,51; H, 9,20; encontrado: C, 76,41; H, 9,33.
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4.2.11. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 2,4-difluorobenzila
(4i)

Aspecto fisico: solido branco; T 164,6-166 °C
IV (filme KBr, Umax/cm): 3410, 1726, 1156, 1100, 1032, 962, 850.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,35 (m, 1H, H-37); 6,82 (m, 2H,H-34, H-36); 5,25 (t, 1H,
J=3,5Hz, H-12); 5,06 (tl, 2H, J = 13,3 Hz, H-31); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.); 3,61 (dd, 1H, J
=8,7,7,1 Hz, H-3); 3,41 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23p); 2,85 (dd, 1H, J = 14,3, 4,7 Hz, H-18); 1,10 (s,
3H, CHs); 0,92 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,55 (s, 3H,
CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,50 (C=0-28); 163,09 (dd, J = 247,9, 12,0 Hz; C-35);
161,40 (dd, J = 249,9, 14,1 Hz, C-33); 143,64 (=C-13); 131,99 (dd, J = 9,8, 5,4 Hz, C-37); 122,59
(=CH-12); 119,74 (dd, J = 14,9, 3,6 Hz, C-32); 111,29 (dd, J = 21,0, 3,6 Hz, C-36); 104,00 (t, J =
25,6 Hz, C-34); 77,00 (HO-CH-3); 72,25 (HO-CH,-23); 59,64 (d; J = 3,4 Hz; O-CH,-31); 49,92 (CH-
9); 47,70 (C-17); 46,92 (CH-5); 45,94 (CH-19); 41,92 (C-4); 41,82 (C-14); 41,50 (CH-18); 39,37
(C-8); 38,24 (CHz-1); 37,01 (C-10); 33,95 (CH2-21); 33,21 (CH3-29); 32,63 (CH2-7); 32,45 (CH,-
22); 30,81 (C-20); 27,67 (CH,-15); 26,88 (CH3-27); 25,98 (CH2-2); 23,73 (CH3-30); 23,50 (CH.-
11); 23,12 (CH,-16); 18,60 (CH-6); 16,92 (CH3-26); 15,77 (CH3-25); 11,52 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs2F204]*: m/z = 598,8031, encontrado: m/z
=599,3900.

CHN: calculado: C, 74,21; H, 8,75; encontrado: C, 73,95; H, 8,98.
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4.2.12. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 2,6-difluorobenzila
(4j)

Aspecto fisico: sélido branco; T:120-122 °C
IV (filme KBr, Omax/cm?): 3402, 1732, 1236, 1158, 1056, 1038, 784.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) 6: 7,29 (m, 1H, H-35); 6,88 (m, 2H, H-34, H-36); 5,23 (t, 1H,
J=3,3 Hz, H-12); 5,16 (d, 1H, J = 11,9 Hz, H-31,); 5,10 (d, 1H, J = 11,9 Hz, H-31y); 3,70 (d, 1H, J
=10,3 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 3,41 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y); 2,84 (dd, 1H, J =
13,9, 4,1 Hz, H-18); 1,09 (s, 3H, CHs); 0,92 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,87
(s, 3H, CHs); 0,59 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,36 (C=0-28); 162,04 (dd, J = 250,0, 7,5 Hz, C-33, C-
37); 143,52 (=C-13); 130,63 (t, J = 25,6 Hz, C-35); 122,59 (=CH-12); 112,42 (t, J = 18,8 Hz, C-32);
111,41 (m, C-34, C-36); 77,06 (HO-CH-3); 72,06 (HO-CH2-23); 54,07 (t, J = 3,9 Hz, O-CH,-31);
49,96 (CH-9); 47,73 (C-17); 46,92 (CH-5); 45,92 (CH-19); 41,92 (C-4); 41,79 (C-14); 41,52 (CH-
18); 39,32 (C-8); 38,25 (CH,-1); 37,02 (C-10); 33,96 (CH,-21); 33,23 (CHs-29); 32,64 (CH2-7);
32,33 (CH,-22); 30,81 (C-20); 27,66 (CH,-15); 26,87 (CH3-27); 25,98 (CH-2); 23,73 (CH3-30);
23,50 (CH,-11); 23,04 (CH,-16); 18,64 (CH2-6); 16,79 (CH3-26); 15,80 (CH3-25); 11,52 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs2F204]*: m/z = 598,8031, encontrado: m/z
=599,3920.

CHN: calculado: C, 74,21; H, 8,75; encontrado: C, 74,04; H, 8,91.
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4.2.13. Dados referente ao (38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de m-nitrobenzila (4k)

31 37

",
24 'I 23

OH

Aspecto fisico: sélido branco; T: 173,6-175,2 °C
IV (filme KBr, Umax/cm™): 3394, 3080, 1720,1532, 1160, 1032, 804, 730.

RMN de *H (CDCl3/ppm; 300 MHz) &: 8,22 (t, 1H, J = 1,8 Hz, H-33); 8,16 (ddd, 1H, J = 8,2, 2,3,
1,1 Hz, H-35); 7.66 (dt, 1H, J = 7,6, 1,4 Hz, H-37); 7,52 (t, 1H, J = 7,9 Hz, H-36); 5,30 (t, 1H, J =
3,6 Hz, H-12); 5,19 (d, 1H, J = 13,1 Hz, H-31,); 5,09 (d, 1H, J = 13,1 Hz, H-31y); 3,70 (d, 1H, J =
10,3 Hz, H-23.); 3,61 (dd, 1H, J = 8,7, 7,1 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y); 2,89 (dd, 1H,
J=13,4, 3,7 Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CH3); 0,91 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 6H, 2xCH3); 0,86 (s, 3H, CHs);
0,52 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,46 (0=C-28); 148,52 (C-34); 143,63 (=C-13); 138,64
(C-32); 134,04 (C-37); 129,59 (C-36); 123,10 (C-33); 122,98 (C-35); 122,78 (=CH-12); 76,98 (HO-
CH-3); 72,22 (HO-CH,-23); 64,74 (O-CH,-31); 49,88 (CH-9); 47,62 (C-17); 47,00 (C-5); 45,94
(CH2-19); 41,91 (C-4); 41,83 (C-14); 41,50 (CH-18); 39,41 (C-8); 38,19 (CH,-1); 37,00 (C-10);
33,92 (CH,-21); 33,18 (CH3-29); 32,57 (CH2-7); 32,53 (CH»-22); 30,81 (C-20); 27,72 (CH2-15);
26,86 (CH3-27); 26,02 (CH,-2); 23,74 (CH3-30); 23,45 (CH,-11); 23,23 (CH,-16); 18,57 (CH,-6);
16,97 (CHs-26); 15,72 (CH3-25); 11,51 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M + H]* calculado para [C37Hs53NOg]*: m/z = 608,8198, encontrado: m/z
=608,0032.

CHN: calculado: C, 73,11; H, 8,79; encontrado: C, 73,02; H, 8,89.
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4.2.14. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de m-clorobenzila (4l)

31 37

",
24 'I 23

OH

Aspecto fisico: sélido branco; T: 171,9-173,4 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3394, 1720, 1250, 1210, 1160, 1032, 784.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,34 (sl, 1H, H-33); 7,27 (m, 2H, H-36, H-35); 7,21 (m,
1H, H-37); 5,29 (t, 1H, J = 3,4 Hz, H-12); 5,08 (d, 1H, J = 12,9 Hz, H-31.); 4,97 (d, 1H, J = 12,8 Hz,
H-31b); 3,71 (d, H, J =10,3 Hz, H-23.); 3,62 (tI, 1H, J = 7,2 Hz, H-3); 3,41 (d, H, J = 10,3 Hz, H-
23); 2,88 (dd, 1H, J = 14,1, 4,3 Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,92 (s, 6H, 2xCHs); 0,89 (s, 3H,
CHs); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,56 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,51 (0=C-28); 143,74 (=C-13); 138,53 (C-32); 134,47
(C-34); 129,83 (C-36); 128,33 (C-33); 128,22 (C-35); 126,18 (C-37); 122,69 (=CH-12); 77,03 (HO-
CH-3); 72,29 (HO-CH,-23); 65,20 (O-CH,-31); 49,93 (CH-9); 47,73 (C-17); 46,93 (CH-5); 46,00
(CH-19); 41,94 (C-4); 41,85 (C-14); 41,49 (CH-18); 39,42 (C-8); 38,23 (CH,-1); 37,04 (C-10);
33,97 (CH,-21); 33,22 (CH3-29); 32,63 (CH2-7); 32,54 (CH»-22); 30,83 (C-20); 27,70 (CH2-15);
26,91 (CHs-27); 26,03 (CH,-2); 23,77 (CH3-30); 23,48 (CH-11); 23,22(CH2-16); 18,60 (CH2-6);
17,00 (CHs-26); 15,76 (CH3-25); 11,51 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [H2O-M+H]* calculado para [C37Hs1ClO3]*: m/z = 579,3605, encontrado:
m/z = 579,3594.

76



4.2.15. Dados referente ao (38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de m-metilbenzila (4m)

38
30,,,,' 29 CH3
P

31 37

H 0 ':,,,
24 I 23

OH
Aspecto fisico: sélido branco; Tr 164,9-166,1 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3416, 1720, 1162, 1042, 1018, 780. 719.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,21 (d, 1H, J = 7,3 Hz); 7,12 (m, 3H); 5,28 (t, 1H, J = 3,7
Hz, H-12); 5,06 (d, 1H, J = 12,6 Hz, H-31.); 4,99 (d, 1H, J = 12,5 Hz, H-31y); 3,71 (d, H, J = 10,3
Hz, H-23.); 3,62 (dd, 1H, J = 8,3, 6,9 Hz, H-3); 3,41 (d, H, J =10,3 Hz, H-23); 2,90 (dd, 1H, J =
13,6, 5,0 Hz, H-18); 2,34 (s, 3H, CHs); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,92 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 3H, CHs); 0,89
(s, 3H, CHs); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,60 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,65 (0=C-28); 143,86 (=C-13); 138,14 (C-34); 136,46
(C-32); 128,87 (C-33); 128,76 (C-35); 128,45 (C-36); 125,14 (C-37); 122,40 (=CH-12); 77,05 (HO-
CH-3); 72,31 (HO-CH,-23); 66,13 (O-CH,-31); 49,95 (CH-9); 47,74 (C-17); 46,87 (CH-5); 46,03
(CH-19); 41,93 (C-4); 41,84 (C-14); 41,48 (CH-18); 39,42 (C-8); 38,24 (CH,-1); 37,03 (C-10);
34,00 (CH,-21); 33,24 (CH3-29); 32,63 (CH2-7); 32,56 (CH2-22); 30,80 (C-20); 27,73 (CH2-15);
26,90 (CH3-27); 26,03 (CH,-2); 23,78 (CH3-30); 23,50 (CH,-11); 23,18 (CH2-16); 21,54 (CH,-38);
18,61 (CH,-6); 17,03 (CH3-26); 15,78 (CHs-25); 11,51 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]: calculado para [C3sHs5704]: m/z = 577,4257, encontrado: m/z =
577,4253.
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4.2.16. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de m-bromobenzila (4n)

31 37

",
24 'I 23

OH

Aspecto fisico: sélido branco; T: 170,6-172,2°C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3400, 1722, 1210, 1160, 1023, 1014, 782.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,49 (s, 1H, H-33); 7,42 (dt, 1H, J = 7,5, 1,6 Hz, H-35);
7,22 (m, 2H, H-36, H-37); 5,28 (t, 1H, J = 3,7 Hz, H-12); 5,07 (d, 1H, J = 12,8 Hz, H-31.); 4,96 (d,
1H, J = 12,8 Hz, H-31y); 3,69 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23.); 3,61 (tl, 1H, J = 7,6 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H,
J=10,4 Hz, H-23p); 2,88 (dd, 1H, J = 13,6, 4,2 Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 6H, 2xCHs);
0,89 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,55 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,51 (0=C-28); 143,72 (=C-13); 138,76 (C-32); 131,15
(C-33); 131,15 (C-35); 130,10 (C-36); 126,22 (C-37); 122,67 (=CH-12); 122,63 (C-34); 76,99 (HO-
CH-3); 72,23 (HO-CH,-23); 65,14 (O-CH,-31); 49,92 (CH-9); 47,71 (C-17); 46,92 (CH-5); 45,99
(CH-19); 41,89 (C-4); 41,82 (C-14); 41,46 (CH-18); 39,40 (C-8); 38,22 (CH,-1); 37,02 (C-10);
33,96 (CH,-21); 33,20 (CH3-29); 32,60 (CH2-7); 32,53 (CH»-22); 30,82 (C-20); 27,68 (CH2-15);
26,84 (CH3-27); 26,02 (CH,-2); 23,76 (CH3-30); 23,48 (CH,-11); 23,21 (CH,-16); 18,58 (CH,-6);
16,98 (CHs-26); 15,77 (CH3-25); 11,53 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs3BrO4]*: m/z = 641,7183, encontrado: m/z =
641,3205.

CHN: calculado: C, 69,25; H, 8,32; encontrado: C, 69,02; H, 8,60.
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4.2.17. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-fluorobenzila (40)

31 33

Aspecto fisico: sélido branco; T 175,6-177,4 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3382, 1724, 1512, 1226, 1154, 1032, 1010, 824.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,30 (m, 2H, H-33, H-33’); 7,01 (m, 2H, H-34, H-34’); 5,26
(t, 1H, J = 3,7 Hz, H-12); 5,05 (d, 1H, J = 12,4 Hz, H-31.); 4,99 (d, 1H, J = 12,4 Hz, H-31y); 3,70
(d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23.); 3,61 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23p); 2,86
(dd, 1H, J = 13,8, 4,1 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 3H, CH3); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,88 (s,
3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,56 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,54 (C=0-28); 162,63 (d, J = 244,8 Hz, C-35); 143,73
(=C-13); 132,35 (d, J = 3,2 Hz, C-32); 130,19 (d, J = 8,4 Hz, C-33); 130,19 (d, J = 8,4 Hz, C-33);
122,55 (=CH-12); 115,44 (d, J = 21,3 Hz, C-34’); 115,44 (d, J = 21,3 Hz, C-34); 76,98 (HO-CH-3);
72,22 (HO-CH,-23); 65,36 (O-CH,-31); 49,92 (CH-9); 47,70 (C-17); 46,83 (CH-5); 45,96 (CH-19);
41,91 (C-4); 41,83 (C-14); 41,50 (CH-18); 39,39 (C-8); 38,24 (CH,-1); 37,01 (C-10); 33,96 (CHa-
21); 33,21 (CH3-29); 32,63 (CH,-7); 32,48 (CH,-22); 30,82 (C-20); 27,70 (CH2-15); 26,85 (CHs-
27); 26,00 (CH2-2); 23,75 (CH3-30); 23,49 (CH2-11); 23,16 (CH2-16); 18,59 (CH,-6); 17,00 (CHs-
26); 15,78 (CH3-25); 11,53 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs3FO4]*: m/z = 580,4006, encontrado: m/z =
581,4000.
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4.2.18. Dados referente ao (38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-bromobenzila (4p)

Aspecto fisico: sélido branco; T 184-185,7°C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3394, 1724, 1158, 1032, 808.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,46 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-34, H-34’); 7,20 (d, 2H, J = 8,3
Hz, H-33, H-33’); 5,26 (t, 1H, J = 3,3 Hz, H-12); 5,04 (d, 1H, J = 12,6 Hz, H-31.); 4,96 (d, 1H, J =
12,6 Hz, H-31b); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J =
10,3 Hz, H-23y); 2,86 (dd, 1H, J = 13,9, 4,2 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,92 (s, 3H, CHs); 0,90
(s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,53 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,49 (0=C-28); 143,72 (=C-13); 135,51 (C-32); 131,69
(C-34, C-34’); 130,00 (C-33, C-33'); 122,59 (=CH-12); 122,13 (C-35); 76,99 (HO-CH-3); 72,22
(HO-CH,-23); 65,29 (O-CH,-31); 49,91 (CH-9); 47,70 (C-17); 46,85 (CH-5); 45,96 (CH-19); 41,91
(C-4); 41,82 (C-14); 41,51 (CH-18); 39,39 (C-8); 38,23 (CH,-1); 37,01 (C-10); 33,82 (CH,-21);
33,20 (CHs-29); 32,61 (CH-7); 32,50 (CH,-22); 30,82 (C-20); 27,69 (CH,-15); 26,86 (CH3-27);
26,02 (CH2-2); 23,75 (CH3-30); 23,49 (CH-11); 23,16 (CH,-16); 18,58 (CH,-6); 16,97 (CH3-26);
15,81 (CHs-25); 11,53 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs3BrOa]*: m/z =641,7183, encontrado: m/z =
641,3212;

CHN: calculado: C, 69,25; H, 8,32; encontrado: C, 68,93; H, 8,50.
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4.2.19. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-clorobenzila (4q)

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 183,6-185,2 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3402, 1724, 1158, 1032, 812.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,28 (m, 4H, H-33, H-33’, H34, H-34’); 5,26 (t, 1H, J = 3,3
Hz, H-12); 5,06 (d, 1H, J = 12,5 Hz, H-31,); 4,97 (d, 1H, J = 12,5 Hz, H-31}); 3,70 (d, 1H, J = 10,3
Hz, H-23.); 3,62 (tl, 1H, J = 7,8 Hz, H-3); 3,41 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y); 2,87 (dd, 1H, J = 13,8,
4,1 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CH3); 0,92 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,87 (s,
3H, CHs); 0,55 (s, 3H, CH3).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,50 (0=C-28); 143,73 (=C-13); 135,01 (C-32); 133,99
(C-35); 129,69 (C-33 e C-33’); 128,73 (C-34 e C-34’); 122,59 (=CH-12); 77,00 (HO-CH-3); 72,24
(HO-CH,-23); 65,27 (O-CH,-31); 49,92 (CH-9); 47,71 (C-17); 46,86 (CH-5); 45,96 (CH-19); 41,92
(C-4); 41,83 (C-14); 41,52 (CH-18); 39,40 (C-8); 38,24 (CH,-1); 37,01 (C-10); 33,95 (CH,-21);
33,21 (CHs-29); 32,62 (CH-7); 32,50 (CH,-22); 30,82 (C-20); 27,70 (CH,-15); 26,88 (CH3-27);
26,01 (CHz-2); 23,75 (CH3-30); 23,49 (CH-11); 23,17 (CH,-16); 18,58 (CH,-6); 16,99 (CH3-26);
15,79 (CHs-25); 11,52 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37Hs3ClO4]*: m/z = 597,2673, encontrado: m/z =
598,3731.
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4.2.20. Dados referente ao (38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-nitrobenzila (4r)

Aspecto fisico: solido branco; Tr164,3-166,8 °C
IV (filme KBr, Omax/cml): 3470, 3088, 1728, 1524, 1158, 1034, 1014, 736.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 8,20 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-34, H-34"); 7,50 (d, 2H, J = 8,7
Hz, H-33, H-33'); 5,28 (t, 1H, J = 3,5 Hz, H-12); 5,19 (d, 1H, J = 13,5 Hz, H-31.); 5,09 (d, 1H, J =
13,5 Hz, H-31b); 3,69 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23.); 3,61 (dd, 1H, J = 8,4, 7,3 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H,
J=10,4 Hz, H-23y); 2,88 (dd, 1H, J = 14,0, 4,0 Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 3H, CHs); 0,90
(s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 3H, CH3); 0,55 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,35 (0=C-28); 147,73 (C-35); 143,80 (C-32); 143,66
(=C-13); 128,55 (C-33, C-33"); 123,84 (C-34, C-34’); 122,72 (=CH-12); 76,90 (HO-CH-3); 72,12
(HO-CH,-23); 64,69 (O-CH,-31); 49,85 (CH-9); 47,65 (C-17); 47,00 (C-5); 45,90 (CH,-19); 41,91
(C-4); 41,84 (C-14); 41,55 (CH-18); 39,41 (C-8); 38,22 (CH,-1); 36,99 (C-10); 33,90 (CH,-21);
33,17 (CHs-29); 32,60 (CH2-7); 32,55 (CH,-22); 30,81 (C-20); 27,70 (CH,-15); 26,85 (CH3-27);
26,02 (CH2-2); 23,73 (CH3-30); 23,49 (CH,-11); 23,22 (CH,-16); 18,55 (CH,-6); 17,02 (CH3-26);
15,74 (CHs-25); 11,52 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37HsaNOg]*: m/z = 608,8278, encontrado: m/z =
608,3951.

CHN: calculado: C, 72,99; H, 8,94; encontrado: C, 72,74; H, 9,03.
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4.2.21. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-metilbenzila (4s)

Aspecto fisico: sélido branco; T 146-147,3 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3390, 1726, 1158, 1032, 1008, 804.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,12 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-33, H-33"); 7,14 (d, 2H, J = 8,0
Hz, H-34, H-34’); 5,27 (t, 1H, J = 3,3 Hz, H-12); 5,05 (d, 1H, J = 12,4 Hz, H-31.); 4,98 (d, 1H, J =
12,4 Hz, H-31b); 3,70 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23,); 3,62 (tl, 1H, J = 7,8 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J =
10,4 Hz, H-23,); 2,88 (dd, 1H, J = 14,0, 4,1 Hz, H-18); 2,34 (s, 3H, CHs); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,92
(s, 3H, CHs); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CH3); 0,59 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,64 (0=C-28); 143,79 (=C-13); 137,79 (C-35); 133,50
(C-32); 129,19 (C-34, C-34’); 128,23 (C-33, C-33’); 122,51 (=CH-12); 77,00 (HO-CH-3); 72,23
(HO-CH,-23); 66,02 (O-CH,-31); 49,94 (CH-9); 47,72 (C-17); 46,81 (CH-5); 45,98 (CH-19); 41,88
(C-4); 41,81 (C-14); 41,49 (CH-18); 39,40 (C-8); 38,24 (CH,-1); 37,01 (C-10); 33,97 (CH»-21);
33,23 (CHs-29); 32,63 (CH2-7); 32,56 (CH,-22); 30,80 (C-20); 27,73 (CH,-15); 26,90 (CH3-27);
26,02 (CH,-2); 23,77 (CH3-30); 23,49 (CH-11); 23,13 (CH,-16); 21,31 (CHs-36); 18,59 (CH,-6);
17,02 (CHs-26); 15,78 (CH3-25); 11,54 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C3sHs604]*: m/z = 576,8488, encontrado: m/z =
577,4248.

CHN: calculado: C, 79,12; H, 9,79; encontrado: C, 78,97; H, 9,94.
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4.2.22. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 3,5-dimetoxibenzila
(4t)

Aspecto fisico: sélido branco; T: 96-97 °C
IV (filme KBr, Umax/cm™): 3418, 1724, 1598, 1206, 1158, 1031, 1010, 832.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) 6: 6,48 (d, 2H, J = 2,3 Hz, H-33, H-33'); 6,39 (t, 1H, J = 2,3
Hz, H-35); 5,28 (t, 1H, J = 2,4 Hz, H-12); 5,02 (d, 1H, J = 12,7 Hz, H-31.); 4,96 (d, 1H, J = 12,7 Hz,
H-31p); 3,77 (s, 6H, 2xCH3-0); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,62 (tl, 1H, J = 6,9 Hz, H-3); 3,41
(d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23); 2,90 (dd, 1H, J = 13,7, 4,2 Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,91 (s, 6H,
2xCH3); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CH3); 0,62 (s, 3H, CH).

RMN de 23C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,53 (0=C-28); 160,96 (C-34, C-34’); 143,80 (=C-13);
138,81 (C-32); 122,58 (=CH-12); 105,75 (C-33, C-33'); 99,98 (C-35); 77,01 (HO-CH-3); 72,24
(HO-CH,-23); 65,93 (O-CH,-31); 55,46 (2xO-CH3-36, 36'); 49,93 (CH-9); 47,73 (C-17); 46,90 (CH-
5); 46,01 (CH-19); 41,91 (C-4); 41,83 (C-14); 41,49 (CH-18); 39,42 (C-8); 38,23 (CH,-1); 37,02
(C-10); 33,98 (CH,-21); 33,22 (CH3-29); 32,62 (CH,-7); 32,54 (CH2-22); 30,84 (C-20); 27,75 (CH,-
15); 26,85 (CH3-27); 26,04 (CH,-2); 23,77 (CHs-30); 23,47 (CH,-11); 23,19 (CH,-16); 18,60 (CH,-
6); 17,01 (CH3-26); 15,76 (CH3-25); 11,53 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C3oHss06]*: m/z = 622,8742, encontrado: m/z =
623,4304.

CHN: calculado: C, 75,20; H, 8,39; encontrado: C, 74,97; H, 8,51.
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4.2.23. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de benzotriazol (4u)

30 29
1, 1,

5
iy 6 35
24 I 23

OH
Aspecto fisico: solido branco; T 232-234 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3400, 1806, 1088, 1050, 998, 738.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 8,03 (dt, 1H, J = 8,4, 0,8 Hz, H-34); 7,51 (ddd, 1H, J = 9,0,
7,6,0,8 Hz, H-33); 7,40 (m, 1H, H-35); 7,35 (m, 1H, H-36); 5,36 (t, 1H, J = 3,5 Hz, H-12); 3,73 (d,
1H, J = 10,4 Hz, H-23.); 3,64 (I, 1H, J = 7,6 Hz, H-3); 3,42 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23s); 2,96 (dd,
1H, J = 13,4, 4,2 Hz, H-18); 1,20 (s, 3H, CHs); 0,98 (s, 3H, CHz); 0,96 (s, 3H, CHs); 0,94 (s, 3H,
CHs); 0,88 (s, 3H, CH); 0,84 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 173,75 (0=C-28); 143,64 (=C-13); 142,19 (C-31); 122,88
(C-32); 128,61 (C-36); 124,79 (C-35); 123,98 (=CH-12); 120,59 (C-34); 108,27 (C-33); 76,79 (HO-
CH-3); 72,02 (HO-CH,-23); 49,90 (CH-9); 47,73 (C-17); 47,67 (CH-5); 45,58 (CH-19); 42,06 (C-
4); 41,92 (C-14); 41,72 (CH-18); 39,60 (C-8); 38,34 (CH2-1); 37,03 (C-10); 33,80 (CH2-21); 33,04
(CH3-29); 32,75 (CH2-7); 32,56 (CH,-22); 30,77 (C-20); 28,17 (CH,-15); 26,74 (CH3-27); 25,90
(CH2-2); 23,65 (CH3-30); 23,57 (CH2-11); 23,25 (CH,-16); 18,58 (CH2-6); 17,42 (CHs-26); 15,88
(CH3-25); 11,61 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C3sHs1N304]*: m/z = 589,8079, encontrado: m/z =
590,3959.

CHN: calculado: C, 73,31; H, 8,71; encontrado: C, 73,07; H, 8,95.
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4.2.24. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 2-etil-1,3-dioxano (4v)

HO "'// 6
24 I 23

OH
Aspecto fisico: sélido branco; T 110-111 °C
IV (filme KBr, Dmax/cm™): 3440, 1724, 1142, 1042.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 5,27 (t, 1H, J = 3,3 Hz, H-12); 4,62 (t, 1H, J = 5,3 Hz, H-
33); 4,09 (td, 4H, J = 6,6, 1,6 Hz, H-34, H-34’); 3,73 (m, 3H, H-23,, H-31); 3,62 (tl, 1H,J = 7,6 Hz,
H-3); 3,41 (d, H, J = 10,3 Hz, H-23b); 2,85 (dd, 1H, J = 13,9, 4,2 Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,94
(s, 3H, CHs); 0,91 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,72 (s, 3H, CH).

RMN de !3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,67 (0=C-28); 143,97 (=C-13); 122,37 (=CH-12); 99,75
(-O-CH-0-33); 77,02 (HO-CH-3); 72,26 (HO-CH,-23); 67,05 (O-CH,-34’); 67,04 (O-CH,-34); 60,04
(O-CH,-31); 49,96 (CH-9); 47,74 (C-17); 46,78 (CH-5); 46,01 (CH-19); 41,91 (C-4); 41,84 (C-14);
41,40 (CH-18); 39,45 (C-8); 38,24 (CH,-1); 37,06 (C-10); 34,57 (CH,-32); 34,00 (CH,-21); 33,23
(CH3-29); 32,66 (CH2-7); 32,54 (CH,-22); 30,84 (C-20); 27,73 (CH,-15); 26,00 (CH»-35); 26,86
(CH3-27); 25,90 (CH2-2); 23,74 (CH3-30); 23,55 (CH,-11); 23,13 (CH2-16); 18,62 (CH,-6); 17,14
(CH3-26); 15,81 (CH3-25); 11,54 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C3sHss306]*: m/z = 586,8421, encontrado: m/z =
587,4307.

CHN calculado: C, 73,68; H, 9,96; encontrado: C, 73,47; H, 10,09.
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4.2.25. Dados referentes ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 3-N-propilftalimida
(4w)

HO oy
24 I 23

OH
Aspecto fisico: sélido branco; Tf 121,3-123 °C
IV (filme KBr, Omax/cmY): 3458, 3228, 1772, 1715,1176, 1158, 1050, 1006, 720.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) 6: 7,83 (m, 2H, H-36, H-36"); 7,71 (m, 2H, H-37, H-37’); 5,29
(t, 1H, J = 3,3 Hz, H-12); 4,06 (t, 1H, J = 6,2 Hz, H-31); 3,77 (m, 3H, H-33, H-23.); 3,62 (tl, 1H, J
=7,7 Hz, H-3); 3,41 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23b); 2,87 (dd, 1H, J = 13,9, 4,0 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H,
CHs); 0,92 (s, 6H, 2xCH3); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,70 (s, 3H, CH).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,70 (0=C-28); 166,34 (0=C-34); 166,34 (0=C-34");
143,83 (=C-13); 134,11 (C-37); 134,11 (C-37'); 132,21 (C-35, C-35’); 123,39 (C-36, C-36');
122,48 (=CH-12); 77,05 (HO-CH-3); 72,28 (HO-CH-23); 61,68 (C-31); 49,94 (CH-9); 47,73 (C-
17); 46,83 (CH-5); 45,99 (CH-19); 41,91 (C-4); 41,84 (C-14); 41,43 (CH-18); 39,44 (C-8); 38,23
(CH2-1); 37,03 (C-10); 35,31 (CH»-33); 33,99 (CH,-21); 33,23 (CH3-29); 32,61 (CH»-7); 32,47
(CH2-22); 30,82 (C-20); 28,00 (CH,-32); 27,80 (CH-15); 26,86 (CH3-27); 26,00 (CH,-2); 23,72
(CHs-30); 23,51 (CH,-11); 23,11 (CH2-16); 18,61 (CH2-6); 17,13 (CH3-26); 15,80 (CH3-25); 11,52
(CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [Ca1Hs9NOs]*: m/z = 660,9103, encontrado: m/z =
660,4263.

CHN: calculado: C, 74,40; H, 8,98; encontrado: C, 74,15; H, 9,13.
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4.2.26. Dados referente ao (38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de propinila (4x)

Aspecto fisico: solido branco; Tr 196-197 °C
IV (filme KBr, Umax/cm™): 3396, 3310, 2128, 1730, 1158, 1034, 1010, 668.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) 6: 5,28 (t, 1H, J = 3,6 Hz, H-12); 4,67 (dd, 1H, J = 15,6, 2,7
Hz, H-31.); 4,55 (dd, 1H, J = 15,6, 2,7 Hz, H-31); 3,69 (d, 1H, J = 10,4 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J
=7,9 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23b); 2,84 (dd, 1H, J = 14,0, 4,7 Hz, H-18); 2,40 (t, 1H,
J=2,7Hz, H-33); 1,11 (s, 3H, CH3); 0,93 (s, 3H, CHz); 0,91 (s, 3H, CHs); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,86 (s,
3H, CHs); 0,73 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCl3/ppm; 75 MHz) &: 176,99 (0=C-28); 143,47 (=C-13); 122,67 (=CH-12); 78,21
(C-32); 76,96 (HO-CH-3); 74,54 (CH-33); 72,14 (HO-CH,-23); 51,77 (O-CH2-31); 49,92 (CH-9);
47,72 (C-17); 46,89 (CH-5); 45,95 (CH-19); 41,88 (C-4); 41,84 (C-14); 41,39 (CH-18); 39,50 (C-
8); 38,25 (CH,-1); 37,02 (C-10); 33,94 (CH,-21); 33,19 (CHs-29); 32,65 (CH,-7); 32,30 (CH2-22);
30,78 (C-20); 27,78 (CH,-15); 26,79 (CHs-27); 25,98 (CH,-2); 23,73 (CHs-30); 23,51 (CH»-11);
23,12 (CH,-16); 18,60 (CH,-6); 17,23 (CH3-26); 15,83 (CH3-25); 11,55 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C33Hs004]*: m/z = 510,7477, encontrado: m/z =
511,3779.

CHN: calculado: C, 77,60; H, 9,87; encontrado: C, 77,50; H, 9,99.
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4.2.27. Dados referente ao Benzil-(3B)3, 23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5a)

31 33’

Aspecto fisico: solido branco; Tr 135-136,8 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3388, 1636, 1522, 1048, 1004, 732.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,31 (m, 3H, H-34, H-34, H-35); 7,23 (m, 2H, H-33, H-
33'): 6,21 (t, 1H, J = 5,5 Hz, N-H); 5,28 (sl, 1H, H-12); 4,61 (dd, 1H, J = 14,7, 6,3 Hz, H-31.); 4,12
(m, 1H, H-31,); 3,69 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61 (t|, 1H, J = 8,4 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,3
Hz, H-23p); 2,52 (dd, 1H, J = 13,1, 3,6 Hz, H-18); 1,13 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 9H, 3xCHs); 0,87 (s,
3H, CHs); 0,65 (s, 3H, CH3).

RMN de 23C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,33 (0=C-28); 144,86 (=C-13); 138,40 (C-32); 128,78
(C-34); 128,78 (C-34’); 127,84 (C-33’); 127,84 (C-33); 127,50 (C-35); 123,03 (=CH-12); 76,70
(HO-CH-3); 72,00 (HO-CH2-23); 49,77 (CH-9); 47,59 (C-17); 46,76 (CH-5); 46,47 (CH-19); 43,71
(HN-CH,-31); 42,45 (C-4); 41,17 (C-14); 41,88 (CH-18); 39,45 (C-8); 38,26 (CH,-1); 36,92 (C-10);
34,23 (CH,-21); 33,10 (CH3-29); 32,70 (CH2-7); 32,27 (CH2-22); 30,84 (C-20); 27,43 (CH2-15);
26,64 (CH3-27); 25,87 (CH,-2); 23,91 (CH3-30); 23,73 (CH,-11); 23,53 (CH,-16); 18,52 (CH,-6);
17,04 (CHs-26); 15,89 (CH3-25); 11,59 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37HssNOs]*: m/z = 561,8375, encontrado: m/z =
562,4260.

CHN: calculado: C, 79,10; H, 9,87; encontrado: C, 78,95; H, 9,98.
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4.2.28. Dados referente ao 1-etilpiridinil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5b)

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 255,8-257,4 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3402, 1730, 1636, 1522, 1242, 1048, 1004, 730.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 8,51 (d, 1H, J = 4,0 Hz, H-37); 7,61 (t, 1H, J = 7,5 Hz, H-
35); 7,15 (d, 2H, J = 7,5 Hz, H-34, H-36); 6,73 (s, 1H, N-H); 5,19 (sl, 1H, H-12); 3,69 (m, 3H, H-
23,, H-3 e H-31.); 3,42 (m, 2H, H-23p, H-31y); 2,96 (t, 2H, J = 6,1 Hz, H-32); 2,43 (ddl, 1H, J =
11,3 Hz, H-18); 1,09 (s, 3H, CH3); 0,86 (s, 9H, 3xCHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,58 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,24 (0=C-28); 159,94 (N=C-33); 149,18 (N-C-37);
144,43 (=C-13); 136,72 (C-35); 123,70 (=CH-12); 122,82 (C-34); 121,66 (C-36); 76,82 (HO-CH-
3); 72,15 (HO-CH,-23); 49,83 (CH-9); 47,62 (C-17); 46,92 (CH-5); 46,42 (CH-19); 42,10 (C-4);
42,00 (C-14); 41,87 (CH-18); 39,41 (C-8); 38,67 (NH-CH,-31); 38,24 (CH,-1); 36,97 (CH2-32);
36,94 (C-10); 34,25 (CH,-21); 33,12 (CHs-29); 32,74 (CH,-7); 32,22 (CH,-22); 30,82 (C-20); 27,40
(CH2-15); 26,66 (CH3-27); 25,91 (CH2-2); 23,69 (CH3-30); 23,65 (CH2-11); 23,47 (CH,-16); 18,55
(CH2-6); 16,94 (CH3-26); 15,79 (CHs-25); 11,59 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]"* calculado para [C37Hs6N203]*: m/z = 576,8522, encontrado: m/z =
577,4366.

CHN: calculado: C, 77,04; H, 9,78; encontrado: C, 76,81; H, 9,88.
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4.2.29. Dados referente ao 1-etilpirrolidinil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5c)

OH

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 240,8-242,3 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3424, 1630, 1610, 1532, 1058, 1044.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 6,61 (t, 1H, J = 4,8 Hz, N-H); 5,31 (t, 1H, J = 3,2 Hz, H-12);
3,69 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.); 3,62 (tl, 1H, J = 8,1 Hz, H-3); 3,42 (m, 1H, H-31.); 3,40 (d, 1H, J
=10,0 Hz, H-23p); 3,19 (m, 1H, H-31p); 2,53 (m, 7H, H-32, H-33,H-33’, H-18); 1,13 (s, 3H, CH3);
0,94 (s, 3H, CHz); 0,88 (s, 6H, 2xCHs); 0,86 (s, 3H, CH3); 0,76 (s, 3H, CH).

RMN de 13C (CDCl3/ppm; 75 MHz) &: 178,46 (0=C-28); 144,53 (=C-13); 122,89 (=CH-12); 76,73
(HO-CH-3); 72,07 (HO-CH2-23); 54,39 (N-CH2-32); 54,04 (N-CH,-33, N-CH,-33’); 49,85 (CH-9);
47,64 (C-17); 46,85 (CH-5); 46,46 (CH-19); 42,37 (C-4); 41,14 (C-14); 41,88 (CH-18); 39,49 (C-
8); 38,30 (CH2-1); 37,99 (HN-CH,-31); 36,97 (C-10); 34,29 (CH,-21); 33,13 (CH3-29); 32,71 (CH,-
7); 32,36 (CH2-22); 30,82 (C-20); 27,46 (CH,-15); 26,62 (CH3-27); 25,84 (CH2-2); 23,74 (CHs-30);
23,74 (CH2-34 e CH,-34’) 23,69 (CHz-11); 23,66 (CH2-16); 18,58 (CH2-6); 17,03 (CHs-26); 15,88
(CH3-25); 11,64 (CH3-24).

ESI-HRMS: (MeOH, CsgHes1N203, m/z = 569,4675 [M+H]*); calculado CssHeiN203, m/z =
569,4682.

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C3sHsoN203]*: m/z = 568,8732, encontrado: m/z =
569,4675.

CHN: calculado: C, 76,01; H, 10,63; encontrado: C, 75,85; H, 10,93.
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4.2.30. Dados referente ao 1-etilmorfolinil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5d)

",
24 ,I 23

OH
Aspecto fisico: sélido branco; Tr 245,3-246,8 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 1630, 1522, 1118, 1048.

RMN de *H (CD30D/ppm; 300 MHz) &: 5,39 (sl, 1H, H-12); 3,71 (tl, 4H, J = 4,5 Hz, H-34, H-34");
3,61 (dd, 1H, J = 10,9, 5,1 Hz, H-3); 3,53 (d, 1H, J = 10,9 Hz, H-23,); 3,31 (m, 3H, H-31, H-23;);
2,71 (dd, 1H, J = 12,6, 2,8 Hz, H-18); 2,48 (m, 6H, H-32, H-33, H-33’); 1,20 (s, 3H, CHs); 0,97 (s,
3H, CHs); 0,95 (s, 3H, CHs); 0,92 (s, 3H, CHs); 0,80 (s, 3H, CHs); 0,70 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDsOD/ppm; 75 MHz) &: 180,29 (O=C-28); 145,44 (=C-13); 124,06 (=CH-12);
73,77 (HO-CH-3); 67,89 (O-CH,-34, 0-CH,-34"); 67,27 (HO-CH,-23); 58,09 (N-CH,-32); 54,62 (N-
CH,-33 e N-CH,-33’); 48,91 (CH-9); 48,66 (C-17); 47,76 (CH-5); 47,61 (CH-19); 43,28 (C-4); 43,07
(C-14); 42,88 (CH-18); 40,62 (C-8); 39,45 (CH,-1); 37,89 (HN-CH,-31); 37,08 (C-10); 35,08 (CH-
21); 34,15 (CHs-29); 33,49 (CH,-7); 33,21 (CH2-22); 31,60 (C-20); 28,46 (CH,-15); 27,39 (CHs-
27); 26,44 (CH2-2); 24,61 (CH3-30); 24,17 (CH2-11); 23,95 (CH2-16); 19,08 (CH,-6); 17,96 (CHs-
26); 16,31 (CH3-25); 12,74 (CHs-24).

ESI-HRMS: (MeOH, CssHs1N20s, m/z = 585,4624 [M+H]*); calculado CsgHeiN20s4, m/z =
585,4631.

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C3sHsoN204]*: m/z = 584,8726, encontrado: m/z =
585,4624.

CHN: calculado: C, 73,93; H, 10,34; encontrado: C, 73,68; H, 10,62.
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4.2.31. Dados referente ao 1-Propinil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5e)

Aspecto fisico: sélido branco; T 141,8-143,2 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3384, 2120, 1732, 1654, 1520, 1046, 1002.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 6,09 (s, 1H, N-H); 5,39 (sl, 1H, H-12); 3,95 (m, 2H, H-31);
3,69 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23,); 3,62 (tI, 1H, J = 7,8 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23y);
2,51 (ddl, 1H, J = 11,4 Hz, H-18); 2,19 (sl, 1H, H-33); 1,14 (s, 3H, CHs); 0,94 (s, 3H, CHs); 0,89 (s,
6H, 2xCHs); 0,87 (s, 3H, CH3); 0,77 (s, 3H, CHs).

RMN de !3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,23 (0=C-28); 144,77 (=C-13); 123,26 (=CH-12); 79,70
(C-32); 76,73 (HO-CH-3); 72,01 (HO-CH,-23); 71,75 (CH-33); 49,78 (CH-9); 47,62 (C-17); 46,74
(CH-5); 46,42 (CH-19); 42,23 (C-4); 42,15 (C-14); 41,89 (CH-18); 39,50 (C-8); 38,31 (CHz-1);
36,94 (C-10); 34,17 (CH,-21); 33,08 (CHs-29); 32,36 (CH,-7); 32,21 (CH,-22); 30,82 (C-20); 29,47
(HN-CH,-31); 27,35 (CH-15); 26,66 (CH3-27); 25,89 (CH,-2); 23,98 (CH3-30); 23,68 (CH,-11);
23,62 (CH,-16); 18,53 (CH,-6); 17,10 (CH3-26); 15,86 (CH3-25); 11,58 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C33Hs1NOs]*: m/z = 509,7629, encontrado: m/z =
510,3944.

CHN: calculado: C, 77,75; H, 10,08; encontrado: C, 77,51; H, 10,33.

93



4.2.32. Dados referente ao 1-etilpiperidinil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5f)

",
24 ,I 23

OH
Aspecto fisico: solido amarelo cl; Tf 246,9-247,8 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3420, 3374, 1624, 1604, 1540, 1042, 1006.

RMN de H (CsDsN/ppm; 300 MHz) &: 5,51 (sl, 1H, H-12); 4,22 (m, 2H, H-23., H-3); 3,73 (d, 1H,
J=10,3 Hz, H-23p); 3,65 (m, 1H, H-31,); 3,46 (m, 1H, H-31y); 2,94 (ddl, 1H, J = 10,8 Hz, H-18);
2,44 (m, 2H, H-32); 2,31 (sl, 4H, H-33, H-33"); 1,21 (s, 3H, CHs); 1,08 (s, 3H, CHs); 1,03 (s, 3H,
CHs); 0,96 (s, 3H, CHs); 0,93 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, 3H, CHa).

RMN de 13C (CsDsN/ppm; 75 MHz) &: 177,76 (0=C-28); 145,16 (=C-13); 123,29 (=CH-12); 73,51
(HO-CH-3); 67,93 (HO-CH,-23); 58,04 (N-CH,-32); 54,86 (N-CH,-33, N-CH2-33’); 48,73 (CH-9);
47,38 (C-17); 47,26 (CH-5); 46,81 (CH-19); 43,25 (C-4); 42,53 (C-14); 42,53 (CH-18); 40,07 (C-
8); 39,10 (CH2-1); 37,51 (HN-CH,-31); 37,14 (C-10); 34,70 (CH,-21); 33,90 (CHs-29); 32,45 (CH,-
7); 32,98 (CH,-22); 31,20 (C-20); 28,16 (CH2-15); 27,97 (CH3-27); 26,78 (CH2-34, CH,-34°); 26,34
(CH2-2); 25,04 (CH,-35); 24,22 (CH3-30); 24,18 (CH,-11); 23,94 (CH,-16); 18,86 (CH,-6); 17,73
(CH3-26); 16,34 (CH3-25); 13,52 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C37He2N203]*: m/z = 582.8998, encontrado: m/z =
583.4838;

CHN: calculado: C, 76.24; H, 10.72; encontrado: C, 76.04; H, 10.94.

94



4.2.33. Dados referente ao glicinil-metil-éster-(38)3, 23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5g)

HO )
24 I 23

OH
Aspecto fisico: sélido branco; T 139,8-141,3 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3396, 1744, 1638, 1530, 1212 1048, 1004.

RMN de *H (CD:0D/ppm; 300 MHz) &: 5,37 (s, 1H, H-12); 3,99 (d, 1H, J = 14,4 Hz, H-31,); 3,78
(d, 1H, J = 17,4 Hz, H-31s); 3,72 (s, 3H, O-CHs); 3,62 (dd, 1H, J = 10,9, 4,9 Hz, H-3); 3,54 (d, 1H,
J=10,9 Hz, H-23.); 3,31 (d, 1H, J = 10,8 Hz, H-23); 2,80 (ddl, 1H, J = 13,1 Hz, H-18); 1,20 (s, 3H,
CHs); 0,99 (s, 3H, CHs); 0,97 (s, 3H, CHs); 0,93 (s, 3H, CHs); 0,78 (s, 3H, CHs); 0,72 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDsOD/ppm; 75 MHz) &: 180,78 (0=C-28 ); 171,85 (0=C-28); 145,11 (=C-13);
124,12 (=CH-12); 73,87 (HO-CH-3); 67,33 (HO-CH,-23); 52,51 (O-CHs-33); 48,99 (CH-9); 48,71
(C-17); 47,62 (CH-5); 47,49 (CH-19); 43,27 (C-4); 42,97 (C-14); 42,57 (CH-18); 42,16 (HN-CH,-
31); 40,59 (C-8); 39,48 (CH,-1); 37,88 (C-10); 35,09 (CH,-21); 34,02 (CH3-29); 33,53 (CH2-7);
33,28 (CH2-22); 31,60 (C-20); 28,43 (CH,-15); 27,41 (CH3-27); 26,48 (CH,-2); 24,55 (CH3-30);
24,20 (CH,-11); 24,00 (CH,-16); 19,11 (CH,-6); 17,55 (CH3-26); 16,28 (CH3-25); 12,71 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C33HsaNOs]*: m/z = 544,4002, encontrado: m/z =
544,3999.
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4.2.34. Dados referente ao 2-fenilglicil-metil-éster-(3p)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida
(5h)

35

Aspecto fisico: sélido branco; Tf 113,1-114,3 °C
IV (filme KBr, Omax/cm™): 3420, 3062, 1742, 1650, 1508, 1210, 1172, 1046, 1004, 698.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,31 (s, 5H); 6,66 (d, 1H, J = 6,2 Hz, N-H); 5,45 (d, 1H, J =
6,2 Hz, H-31); 5,27 (sl, 1H, H-12); 3,69 (s, 3H, O-CH3-37); 3,65 (m, 1H, H-23.); 3,57 (tl, 1H, J =
7,2 Hz, H-3); 3,35 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23v); 2,62 (ddl, 1H, J = 12,7 Hz, H-18); 1,09 (s, 3H, CHs);
0,94 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,83 (s, 3H, CHs); 0,76 (s, 3H, CHs); 0,26 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,76 (0=C-28); 171,62 (0=C-36); 145,35 (=C-13);
136,19 (C-32); 129,19 (C-33); 129,19 (C-33’); 128,94 (C-35); 127,71 (C-34); 127,71 (C-34");
123,01 (=CH-12); 76,73 (HO-CH-3); 72,07 (HO-CH2-23); 56,57 (HN-CH-31); 52,75 (O-CHs-37);
48,80 (CH-9); 47,54 (C-17); 46,54 (CH-5); 46,36 (CH-19); 42,62 (C-4); 42,07 (C-14); 41,80 (CH-
18); 39,34 (C-8); 38,23 (CH,-1); 36,82 (C-10); 34,19 (CH,-21); 33,10 (CHs-29); 32,59 (CH2-7);
32,37 (CH,-22); 31,83 (C-20); 27,35 (CH,-15); 26,63 (CH3-27); 25,68 (CH2-2); 23,79 (CH3-30);
23,76 (CH,-11); 23,38 (CH,-16); 18,45 (CH2-6); 16,84 (CH3-26); 15,66 (CH3-25); 11,55 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [C3sHssNOs]*: m/z = 620,4315, encontrado: m/z =
620,4306.
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4.2.35. Dados referente ao triptofanil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5i)

u,,,l 2

OH

Aspecto fisico: sélido branco; T:280,1-281,3 °C
IV (filme KBr, Umax/cm™): 3404, 3056, 1756, 1634, 1508, 1046, 1008, 740.

RMN de *H (CD30D/ppm; 300 MHz) &: 7,70 (dd, 1H, J = 7,7, 19,0 Hz, H-36); 7,58 (d, 1H, 7,7 Hz,
N-H); 7,32 (m, 2H, H-36’, NH); 7,10 (s, 1H, H-34); 7,06 (t, 1H, J = 7,7 Hz, H-37); 6,97 (t, 1H, J =
7,4 Hz, H-37’); 5,05 (sl, 1H, H-12); 4,50 (sl, 1H, H-31); 3,53 (m, 2H, H-23,, H-32,); 3,41 (ddl, 1H,
J=13,7 Hz, H-3); 3,33 (m, 1H, H-23y); 3,17 (dd, 1H, J = 7,6 e 14,3 Hz, H-32); 2,52 (ddl, 1H, J =
11,4 Hz, H-18); 1,01 (s, 3H, CHs); 0,82 (s, 6H, 2xCHs); 0,75 (s, 3H, CHs); 0,68 (s, 3H, CHs); 0,19
(s, 3H, CH3).

RMN de 13C (CDs0D/ppm; 75 MHz) &: (0=C-NH-28); (0=C-38); 144,65 (=C-13); 138,07 (C-35’);
129,10 (C-35); 124,15 (=C-34); 124,59 (=CH-12); 122,5 (C-37’); 119,75 (C-37); 119,49 (C-36);
112,37 (C-36'); 111,20 (=CH-33); 74,04 (HO-CH-3); 67,56 (HO-CH2-23); 56,76 (HN-CH-31);
48,89 (CH-9); 48,78 (C-17); 47,54 (CH-5); 47,22 (CH-19); 43,21 (C-4); 42,72 (C-14); 41,49 (CH-
18); 40,24 (C-8); 39,41 (CH,-1); 37,77 (C-10); 35,10 (CH,-21); 33,72 (CHs-29); 33,50 (CH2-7);
32,82 (CH,-22); 31,47 (C-20); 28,03 (CH,-15); 27,37 (CHs-27); 26,34 (CH-2); 24,41 (CH3-30);
24,22 (CH,-11); 23,98 (CH,-16); 19,16 (CH2-6); 16,78 (CH3-26); 16,24 (CH3-25); 12,71 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]"* calculado para [Ca1Hs9N20s]*: m/z = 659,4424, encontrado: m/z =
659,4412.
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4.2.36 Ensaios Bioldgicos

Ensaios citotoxicos

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico de micro-
cultura sulforodamina-B (SKEHAN et al., 1990) (SRB, adquiridos de Sigma-Aldrich). As células
foram semeadas numa placa de 96 cavidades no dia 0 com as densidades celulares adequadas
para evitar confluéncia das células durante o periodo de experiéncia. Apds 24 horas, as células
foram tratadas com diluicGes em série dos compostos 4a-x e 5a-e (0-30 uM) durante 96 horas.
A concentracdo final de DMSO nunca excedeu os 0,5/ . As percentagens das células
sobreviventes em relagao aos controles nao tratados foram determinadas 96 h apds do inicio
da exposicdo dos compostos a avaliar. O meio sobrenadante foi e as células foram fixadas com
10/ de TCA. Para uma fixacdo completa, as placas foram deixadas repousar a 4 °C. Apds da
fixacdo, as células foram lavadas quatro vezes com agua destilada, utilizando procedimentos
de distribuicdo e aspiracdo alternadas. As placas foram coradas com 100 ul de 0,4/ de SRB
durante 20 minutos. Depois as placas foram lavadas com 4acido acético ao 1/ (v/v) para
remover o excesso de corante foi deixado secar no ar durante a noite. Seguidamente uma
solucdo de base Tris (100 ul, 10 mM) foi adicionada a cada cavidade e a absorbancia foi medida
a A = 570 nm (utilizando um leitor de placas de 96 cavidades, Tecan Spectra, Crailsheim,
Germany). Os valores de ECso foram calculados a partir da curvas de dose resposta semi-
logaritmicas por meio de regressao nao-linear, aplicando dois parametros da equagao de Hill-
slope. Os valores sao apresentados com um intervalo de confianca de 95/, geralmente foram

usadas 7-13 pontos de dosagem.

Ensaio de exclusdo com corante Laranja de acridina/iodeto de propidio (AO/PI)

Aproximadamente 500 mil células (A2780) foram semeadas em frascos de cultura de
células e foram deixadas em crescimento durante 1 dia. Apds desse periodo foi adicionada a
substancia a ser avaliada, e incubados durante 24 e 48 h. O meio sobrenadante foi recolhido
e centrifugado; O sedimento celular foi suspenso em PBS e centrifugou-se novamente.
Quantidades iguais de uma solug¢do de AO/PI (1:1, 100 mg/ml) e uma suspensdo da sedimento
da células em PBS (w/o Ca2p e Mg2p) foram suavemente misturados. A analise visual foi
realizada sob um microscépio de fluorescéncia (Axioskop Il (Carl Zeiss, Jena) e analisadas em
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funcado da coloracdo. Fluorescéncia verde mostra a apoptose. Um nucleo profundo colorido
indica células necréticas; pontos alaranjados suaves indicam lisossomos (DARZYNKIEWICZ et

al., 2004).

4.3. Resultados e Discussao

Em primeiro lugar para a obtencdo dos ésteres e amidas derivados de hederagenina
iniciou-se com o isolamento da aglicona do extrato etandlico rico em saponinas, obtido via
maceracado do pericarpo do fruto de S. saponaria L. Depois de realizar hidrélise dcida com uma
mistura de MeOH-H,S04 5/, seguindo a metodologia de Ohgi e colaboradores em 1999,
obteve-se a hederagenina (3a) como um sélido amorfo branco (PAIWAN e DHARA, 1992;
KHALIK et al., 2000; BOKE,2014) (ver metodologia no capitulo 2).

4.3.1. Sinteses de ésteres derivados da hederagenina
Para as sinteses dos ésteres da hederagenina, uma reac¢do de substituicdao nucleofilica
bimolecular Sn2 utilizando-se diferentes brometos benzila substituida foi empregada. A

metodologia utilizada foi semelhante aquela de SIEWERT e colaboradores (2014).

A hederagenina foi transformada na formacdo de ésteres no carbono 28, com brometo
de benzila substituida na presenca de carbonato de potdssio (K.COs3), em N,N-
dimetilformamida (DMF) a temperatura ambiente por 18 horas. Através de CCD observou-se
o consumo dos materiais de partida e o surgimento do produto desejado, que foi lavado com
uma solugdo aquosa de HCl ao 5/, agua e solugdo saturada de NaCl, e secado com Na;SO4
anidro. Os compostos foram purificados por cromatografia em coluna (SIEWERT et al., 2014),
obtendo-se 24 ésteres desejados como sélidos brancos denominados (3B)3,23-dihidroxiolean-

12-en-28-oato de R-benzila substituida (4a-x) (Tabela 4.3.1).
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Tabela 4.3.1 - Esteres derivados da hederagenina.

K,CO,
R-Br, DMF
HO - 25°C,18h
b
Hederagenina 4a-4x
Composto R Rendimento (/)
4a benzil 56
4b o-nitrobenzil 43
4c o-bromobenzil 55
4d pentafluorobenzil 18
4e o-clorobenzil 76
af o-metilbenzil 86
4g 2,6-diclorobenzil 75
4h o-fluorobenzil 57
4i 2,4-difluorobenzil 38
4j 2,6-difluorobenzil 79
a4k m-nitrobenzil 47
4| m-clorobenzil 35
4dm m-metilbenzil 53
4n m-bromobenzil 55
40 p-fluorobenzil 90
4p p-bromobenzil 81
4q p-clorobenzil 93
4r p-nitrobenzil 58
4s p-metilbenzil 32
4t 3,5-dimetoxibenzil 68
4u benzotriazol 92
4v etildioxano 84
4w N-propilftalamida 76
4x propinil 92

Uma proposta mecanistica para a rea¢do de substituicdo nucleofilica bimolecular é
mostrada na Figura 4.3.1. Os produtos formados apresentam-se na forma de ésteres, e ocorre
em uma etapa sincronizada. Inicialmente a base K,COs extrai o hidrogénio do acido carboxilico
na posicdao 28 (I), formando o nucledfilo, imediatamente o ion carboxilato formado é
estabilizado por ressonancia (II). A DMF é usada para manter o meio aprético favorecendo o
ataque do nucledfilo via Sn2 substituindo ao atomo de bromo, dos brometos de benzila

substituida (ll1) formando o respectivo éster (Figura 4.3.1).
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Figura 4.3.1 - Proposta mecanistica para a reacdo de derivatizacdo da hederagenina utilizada

na obtencdo dos ésteres (4a-x).

Para a formacdo do composto 4u, foi usada a metodologia de YU e colaboradores
(2013). A hederagenina foi derivatizada por meio do reagente de acoplamento TBTU na
presenca de DIPEA e THF a temperatura ambiente em atmosfera de nitrogénio por 3 horas.
Pelo monitoreamento da reagdo por CCD observou-se o consumo dos materiais de partida e
o surgimento do produto desejado, o residuo foi lavado com dgua e solugdo saturada de NacCl
e extraido com AcOEt. Em seguida, foi secado com NaSO4 anidro. O composto foi purificado
por cromatografia em coluna (YU et al, 2013), obtendo-se um sdlido branco chamado

(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de benzotriazol (Tabela 4.3.1).

Uma proposta mecanistica para a reacdao de acoplamento usando TBTU ocorre em
duas etapas. Na primeira etapa a base DIPEA abstrai o hidrogénio do acido carboxilico na
posicao 28 (I). Ao mesmo tempo o TBTU que se encontra em equilibrio estabiliza o ion
carboxilato. Em seguida, o mesmo TBTU em equilibrio ataca ao carbono carbonilico (Il)

formando o respectivo éster (Figura 4.3.2).
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Figura 4.3.2 - Proposta mecanistica para a reacao de derivatizacdo da hederagenina utilizada

na obtencdo do composto 4u.

Todos os vinte e quatro derivados de éster (4a-x) sdo inéditos.

Todos os compostos foram caracterizados pelas espectroscopias no IV, RMN de H e

de 13C, espectrometria de massa de alta resolu¢ido ESI-HRMS.

4.3.2. Sinteses de amidas derivadas da hederagenina

Para o preparo dos derivados de hederagenina em forma de amida, foi empregada
uma reagdo de acoplamento usando TBTU como catalisador, DIPEA como uma base e
diferentes aminas primdrias. A metodologia utilizada foi semelhante aquela de PRABAKARAN

e colaboradores (2012).

A hederagenina foi transformada na formacgao de 9 amidas no carbono 28 por meio do
reagente de acoplamento TBTU na presenca de DIPEA e THF com a apropriada amina primaria
a temperatura ambiente em atmosfera de nitrogénio por 4 horas. As reagdes foram
monitoradas por CCD onde foi observado o consumo dos materiais de partida e o surgimento

do produto desejado, a mistura reacional foi diluida com AcOEt e filtrado. A solugdo organica
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foi tratada com agua destilada e solugdo saturada de NaCl (2 x 30mL), e secada com NaSO4
anidro. Os compostos foram purificados por cromatografia em coluna 2%, obtendo-se sélidos

brancos em altos rendimentos.

Nesse processo os andlogos sintetizados sdo denominados R-aril/benzil-(3B)3,23-
dihidroxiolean-12-en-28-amida (5a-i). Na Tabela 4.3.2 estdo relacionadas as amidas

preparadas e os respectivos rendimentos.

Tabela 4.3.2 - Amidas derivadas da hederagenina.

TBTU
DIPEA

_ =

R-NH,, DMF
25°C, 2 h, N,

HO 7, HO
dn
Hederagenina 5a-5i

Composto R Rendimento (/)
5a benzil 96
5b 2-etil-piridinil 79
5c 1-etil-pirimidinil 76
5d 4-etil-morfolinil 72
5e Propin-1-il 93
5f 1-etil-piperidinil 70
5g glicinil-metil-éster 91
5h 2-fenilglicil-metil-éster 88
5i triptofanil 71

A formacdo das amidas (5a-h) pode ser explicada pelas sequéncias de reagdes
apresentadas na Figura 4.3.3 (PRABAKARAN et al., 2012). Inicialmente, o DIPEA captura o
hidrogénio do acido carboxilico na posi¢cdo 28 (I) e ao mesmo tempo o TBTU estabiliza o ion
carboxilato. O TBTU que se encontra em equilibrio ataca o carbono carbonilico formando o
intermedidrio (Il). Na sequencia, a amina primdria ataca o carbono carbonilico (Ill) formando

a respectiva amida.

Por outro lado, para a formag¢ao do composto 5i o produto de partida foi o composto

4u (ver sessdo 4.2.2). O mecanismo para a formag¢do do composto 5i é mesmo ao da etapa
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trés da Figura 4.3.3, onde a amina primaria ataca o carbono carbonilico do composto 4u em

presenca de carbonato de sédio (Na,CO3) formando a respectiva amida 5i.

Figura 4.3.3 - Proposta mecanistica para obtencdo de amidas em presenca de TBTU.

As vantagens destas reac¢des para a formacao de amidas por esta metodologia incluem a
baixa toxicidade dos subprodutos, facil elaboracdo e separacdo do composto desejado. Os

rendimentos de todas as amidas obtidas estdao mostrados na Tabela 4.3.2.

Os nove derivados de amidas (5a-i) sdo inéditos.

Todos os compostos foram caracterizados pelas espectroscopias no IV, RMN de H e de

13C, espectrometria de massa de alta resolucdo ESI-HRMS, Analise Elementar (CHN).
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4.3.3. Caracterizagao

Esteres derivados da hederagenina

Foram formados 24 ésteres derivados da hederagenina (Figura 4.3.4). Os derivados de
ésteres mostraram no espectro IV os sinais tipicos esperados para esta classe de compostos.
A banda caracteristica de grupo carbonila de éster na faixa de 1740-1720 cm™, os sinais dos
grupos hidroxilas em 3450-3300 cm™. No caso do composto 4x observou-se também banda
caracteristica de grupo alcino a 2118 cm™. Por outro lado, os espectros de RMN de H
mostraram os sinais correspondentes aos derivados sintetizados, observando-se hidrogénios
aromaticos, na faixa de 64 = 8,20 e 6,90. Por exemplo, o composto 4r, que tem um grupo nitro
em posicdo para (Figura 4.3.5), os sinais dos hidrogénios aromaticos foram encontrados a éu

= 8,20 (H-34 e H-34’) e 7,50 (H-33 e H-33’) cada um como um dupleto integrando para dois

hidrogénios exibindo uma constante de acoplamento de J = 8,7 Hz, respectivamente (Figura

;fS .
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Figura 4.3.4 - Esteres derivados da hederagenina.
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No espectro de RMN de 'H do composto 4c foram observados sinais atribuidos aos
guatro hidrogénios aromaticos, dois deles como duplo dupleto para H-34 em 64 = 7,56 e H-37
emény=7,42comJ=7,9,61,3Hze 7,6,1,7 Hz, respectivamente. Os outros dois hidrogénios H-
36 (6n = 7,29) e H-35 (6u = 7,17) apresentam multiplicidade de triplo dupleto com J=7,4, 1,3
Hz para H-36 e 7,8, 1,8 Hz para H-35 confirmando o sistema aromatico 1,2-dissubstituido
(Figura 4.3.5). No entanto, para o composto 4u foi observado o hidrogénio aromatico H-34 na
regido de 61 = 8,03 como um duplo tripleto com constantes de acoplamentos de J=8,4e 0,8
Hz, e H-33 como um duplo duplo dupleto a éy = 7,51 apresentando constantes de
acoplamentos de J = 7,6 e 0,9 Hz. Ainda foram observado dois multipletos a én = 7,40 (H-35)
e éu = 7,35 (H-36) respectivamente, confirmando a presenca do grupo benzotriazol (Figura

4.3.5).
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Figura 4.3.5 - Multiplicidade e desdobramentos de diferentes hidrogénios aromaticos dos
derivados da hederagenina. Ampliacdo de parte do espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz)

dos compostos: 4r; 4c e 4u.

Da mesma forma, no espectro de RMN de 'H observou-se para todos os compostos

substituidos com um anel aromatico (4a-t), um sinal na faixa 61 = 5,20-4,90 com multiplicidade
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de duplo dupleto correspondente ao hidrogénios benzilicos CH;-31 ligado ao anel aromatico

e ao oxigénio do grupo éster, e um tripleto caracteristico correspondente ao hidrogénio-12

do sistema olefinico trissubstituido da hederagenina préoximo a 6x = 5,28 (Figura 4.3.6).
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Figura 4.3.6 - Ampliacdo de parte do espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) do composto
4c.

N3o obstante, todos os sinais dos espectros de RMN de *3C para o esqueleto triterpeno
nesta série de compostos foram semelhantes com os dados apresentados na literatura para a
aglicona hederagenina (BOKE, 2014), com excecdo do sinal do C-28 (e os sinais adicionais para
0s substituintes do éster) (Tabela 4.3.3). Com relagdo ao carbono-28 foi observado um
deslocamento mais blindado em compara¢do com a carboxila da hederagenina (6c = 180,72).
A carbonila dos grupos ésteres se apresentam préximo a 6¢c = 177,5 + 0,50, confirmando a
presenca do grupo funcional desejado. Por outro lado, vale ressaltar que os compostos
substituido com fluor no anel aromatico fornecem os desdobramentos tipicos devidos aos
acoplamentos com os carbonos (Figura 4.3.7 e Tabela 4.3.3). Por exemplo, o composto 4h, o
carbono ligado ao flior apresenta um sinal a 6c = 161,13 como um dupleto mostrando uma
constante de acoplamento de J = 246,9 Hz. Do mesmo modo, o composto 4i e 4j apresentam
dois atomos de fllor ligado a carbonos diferentes com sinais a 6c = 163,09, 161,40 para 4i e
6c = 162,04 para 4j. Todos os sinais como duplo dupleto com constantes de acoplamento de J
=247,9,12,0e 249,9, 14,1 Hz para 4i e J = 250,0, 7,5 Hz para 4j, respectivamente. Assim como
o composto 4o apresenta um fldor ligado em posicao para do anel aromatico em ¢ = 162,63
aparece como dupleto com uma constante de acoplamento de J = 244,8 Hz, confirmado a

presenca do halogénio (Figura 4.3.7, Tabela 4.3.3).
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Figura 4.3.7 - Ampliacdo de parte do espectro de RMN de 3C (CDCl3, 75 MHz) para os

compostos: 4h, 4o, 4i e 4j.

No entanto, o composto 4u possiu um atomo de nitrogénio do grupo benzotriazol
ligado ao oxigénio do carboxilato gerando um blindagen para o carbono carbonilico em &¢ =
173,75. Por outro lado, o composto 4x apresenta deslocamentos em 6c = 78,21, 74,54 e 51,77

atribuidos ao grupo propinil ligado ao oxigénio do éster (Figura 4.3.8 e Tabela 4.3.3).
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Figura 4.3.8 - Ampliacdo de parte do espectro de RMN de 3C para os compostos: 4x e 4u.
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Todos os experimentos de ESI-HRMS e Analise Elementar (CHN) confirmaram as

massas moleculares e pureza dos compostos sintetizados (ver sessdo 4.2.3 e 4.7.1-24).

Tabela 4.3.3 - Deslocamentos quimicos de RMN de 3C (6/ppm, CDCls) dos derivados (4a-x) e

hederagenina (3a).

\E 3a° 4a° 4b® 4c® 4d° 4e° 4f° 4g®
C-1 39,14 38,08 38,22 38,24 38,23 38,23 38,24 38,25
C-2 26,52 25,87 26,03 26,02 25,97 26,02 26,02 25,98
C-3 73,76 76,80 76,99 77,04 76,97 77,02 77,05 77,06
Cc-4 43,24 41,74 41,91 41,93 41,92 41,90 41,92 41,91
C-5 47,01 46,71 47,15 47,06 47,03 47,04 47,00 47,15
C-6 18,94 18,45 18,59 18,62 18,56 18,61 18,61 18,66
c-7 33,56 32,47 32,57 32,63 32,62 32,60 32,63 32,68
C-8 40,12 39,25 39,40 39,41 39,33 39,39 39,38 39,37
C-9 48,96 49,78 49,91 49,94 49,91 49,93 49,95 49,97
Cc-10 37,59 36,86 37,01 37,02 37,00 37,01 37,02 37,03
C-11 24,13 23,34 23,50 23,51 23,47 23,50 23,49 23,53
C-12 122,96 122,40 122,69 122,65 122,79 122,63 122,57 122,63
C-13 145,18 143,62 143,68 143,70 143,74 143,69 143,74 143,57
C-14 42,54 41,68 41,83 41,83 41,79 41,82 41,83 41,83
C-15 28,69 27,58 27,72 27,77 27,60 27,74 27,73 27,81
C-16 24,05 23,01 23,28 23,22 23,01 23,20 23,20 23,06
C-17 48,51 47,57 47,69 47,73 47,65 47,72 47,73 47,74
C-18 42,35 41,34 41,49 41,48 41,52 41,48 41,50 41,45
C-19 46,80 45,80 45,98 46,01 45,81 46,00 46,01 45,93
C-20 31,30 30,67 30,81 30,84 30,80 30,83 30,80 30,83
C-21 34,56 33,83 33,95 34,00 33,86 33,99 33,99 33,99
C-22 33,33 32,34 32,53 32,57 32,35 32,54 32,56 32,46
C-23 68,25 72,08 72,24 72,31 72,22 72,27 72,31 72,32
C-24 13,48 11,38 11,51 11,50 11,52 11,52 11,51 11,52
C-25 16,32 15,64 15,78 15,80 15,70 15,79 15,79 15,82
C-26 17,85 16,87 16,99 17,03 16,66 17,00 16,99 17,15
Cc-27 28,02 26,68 26,86 26,91 26,87 26,86 26,90 26,88
C-28 180,53 177,48 177,19 177,43 177,15 177,48 177,62 177,45
C-29 33,60 33,07 33,19 33,23 33,18 33,22 33,23 33,23
C-30 24,20 23,61 23,72 23,76 23,70 23,75 23,75 23,74
Carbonos substituintes do grupo éster (6, multiplicidade, J Hz)
C-31 - 65,92 62,97 65,78 - 63,64 64,60 61,29
C-32 - 136,37 133,59 135,84 - 134,16 137,00 137,14
C-33 - 128,38 148,02 123,74 F 133,91 (Cl) 134,43 130,38 (Cl)
(NO>) (Br) (Me)
C-33’ - 128,38 129,83 130,33 F 130,19 129,32 130,38 (Cl)
C-34 - 127,94 125,07 132,89 F 129,59 130,30 128,47
C-34’ - 127,94 132,38 127,49 F 126,86 126,00 128,47
C-35 - 127,89 128,88 129,66 F 129,42 128,35 131,99
C-36 - - - - - - 19,06 -

3pjridina-ds, °CDCls,
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Tabela continua

0 4h® 4i° 4j° 4k° 41° 4m® 4n® 40°
C-1 38,24 38,24 38,25 38,19 38,23 38,24 38,22 38,24
C-2 26,01 25,98 25,98 26,02 26,03 26,03 26,02 26,00
C-3 77,04 77,00 77,06 76,98 77,03 77,05 76,99 76,98
C-4 41,92 41,92 41,92 41,91 41,94 41,93 41,89 41,91
C-5 46,94 46,92 46,92 47,00 46,93 46,87 46,92 46,83
C-6 18,62 18,60 18,64 18,57 18,60 18,61 18,58 18,59
c-7 32,63 32,63 32,64 33,18 32,63 32,64 32,60 32,63
C-8 39,38 39,37 39,32 39,41 39,42 39,42 39,40 39,39
C-9 49,95 49,92 49,96 49,88 49,93 49,95 49,92 49,92
C-10 37,02 37,01 37,02 37,00 37,04 37,03 37,02 37,01
C-11 23,51 23,50 23,50 23,45 23,48 23,50 23,48 23,49
C-12 122,59 122,59 122,59 122,78 122,69 122,40 122,67 122,55

C-13 143,68 143,64 143,52 143,63 143,74 143,86 143,72 143,73
C-14 41,82 41,82 41,79 41,83 41,85 41,84 41,82 41,83
C-15 27,70 27,67 27,66 27,69 27,70 27,74 27,68 27,70
C-16 23,15 23,12 23,04 23,23 23,22 23,18 23,21 23,16
C-17 47,73 47,70 47,73 47,62 47,73 47,74 47,71 47,70
C-18 41,50 41,50 41,52 41,50 41,49 41,48 41,46 41,50
C-19 45,97 45,94 45,92 45,94 46,00 46,03 45,99 45,96
C-20 30,83 30,81 30,81 30,82 30,83 30,84 30,82 30,82
C-21 33,98 33,95 33,96 33,92 33,97 34,00 33,96 33,96
C-22 32,46 32,45 32,33 32,57 32,54 32,51 32,53 32,48
C-23 72,30 72,25 77,06 72,22 72,29 72,31 72,23 72,22
C-24 11,52 11,52 11,52 11,51 11,51 11,51 11,53 11,53
C-25 15,80 15,77 15,80 15,72 15,76 15,78 15,77 15,78
C-26 16,94 16,92 16,79 16,97 17,00 17,03 16,98 17,00
C-27 26,89 26,88 26,87 26,87 26,91 26,90 26,84 26,85
C-28 177,52 177,50 177,36 177,46 177,51 177,65 177,51 177,54
C-29 33,23 33,21 33,23 33,18 33,22 33,24 33,20 33,21
C-30 23,75 23,73 23,73 23,74 23,77 23,78 23,76 23,75
Carbonos substituintes do grupo éster (6, multiplicidade, J Hz)
C-31 60,20, d, 59,64, 54,07, 64,74 65,20 66,13 65,14 65,36
3,9 d 34 t,3,9
C-32 124,13,d, 119,74, dd, 112,42 t, 18,8 138,64 138,53 136,46 138,76 132,35, d,
3,8 14,9, 3,6 3,2
C-33 161,13,d, 161,40, dd, 162,04, dd, 123,10 128,33 128,87 131,15 130,19,
246,9 (F) 249,9, 14,1 250,0, 7,5 (F) d, 8,4
(F)
C-33’ 130,73,d, 131,99, dd, 162,04 dd, 134,04 126,18 125,14 126,66 130,19,
3,7 98,54 250,0, 7,5 (F) d, 8,4
C-34 115,48, 104,00, 111,41, m 148,52 134,47 138,14 122,63 115,44
d,21,0 t, 25,6 (NO,) () (Me) (Br) d, 21,3
C-34" 123,67,d, 111,29, dd, 111,41, m 129,59 129,83 128,45 130,10 115,44
14,8 21,0,3,6 d, 21,3
C-35 130,05, d, 163,09 dd, 130,63, t, 25,6 122,98 128,22 128,76 131,15 162,63
8,0 247,9, 12,0 d, 244,8 (F)
(F)
C-36 - - - - - 21,54 - -
®CDCl3
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Tabela continua

Ne 4p° 4q° 4r° 4s° 4t° 4uP 4v° 4w’ 4x°
C-1 38,23 38,24 38,22 38,24 38,23 38,34 38,24 38,23 38,25
C-2 26,02 26,01 26,02 26,02 26,04 25,90 25,90 26,00 25,98
C-3 76,99 77,00 76,90 77,00 77,01 76,79 77,02 77,05 76,96
C-4 41,91 41,92 4191 41,88 41,91 42,06 41,91 41,91 41,88
C-5 46,85 46,86 47,00 46,81 46,90 47,67 46,78 46,83 46,89
C-6 18,58 18,58 18,55 18,59 18,60 18,58 18,62 18,61 18,60
c-7 32,61 32,62 32,60 32,62 32,62 32,75 32,66 32,61 32,65
C-8 39,39 39,40 39,41 39,40 39,42 39,60 39,45 39,44 39,50
C-9 49,91 49,92 49,85 49,94 49,93 49,90 49,96 49,94 49,92
C-10 37,01 37,01 36,99 37,01 37,02 37,03 37,06 37,03 37,02
C-11 23,49 23,49 23,49 23,49 23,47 23,57 23,55 23,51 23,51
C-12 122,59 122,59 122,72 122,51 122,58 123,98 122,37 122,48 122,67
C-13 143,72 143,73 143,66 143,79 143,80 143,64 143,97 143,83 143,47
C-14 41,82 41,83 41,84 41,81 41,83 41,92 41,84 41,84 41,84
C-15 27,69 27,70 27,70 27,73 27,75 28,17 27,73 27,80 27,78
C-16 23,16 23,17 23,22 23,13 23,19 23,25 23,13 23,11 23,12
C-17 47,70 47,71 47,65 47,72 47,73 47,73 47,74 47,73 47,72
C-18 41,51 41,52 41,55 41,49 41,49 41,72 41,40 41,43 41,39
C-19 45,96 45,96 45,90 45,98 46,01 45,58 46,01 45,99 45,95
C-20 30,82 30,82 30,81 30,82 30,84 30,77 30,84 30,82 30,78
C-21 33,94 33,95 33,90 33,97 33,98 33,80 34,00 33,99 33,94
C-22 32,50 32,50 32,55 32,48 32,54 32,56 32,54 32,47 32,30
C-23 72,22 72,24 72,12 72,23 72,24 72,02 72,26 72,28 72,14
C-24 11,53 11,52 11,52 11,54 11,53 11,61 11,54 11,52 11,55
C-25 15,81 15,79 15,74 15,78 15,76 15,88 15,81 15,80 15,83
C-26 16,97 16,99 17,02 17,02 17,01 17,42 17,14 17,13 17,23
C-27 26,86 26,88 26,85 26,81 26,85 26,74 26,86 26,86 26,79
C-28 177,49 177,50 177,35 177,64 177,53 173,75 177,67 177,70 176,99
C-29 33,20 33,21 33,17 33,23 33,22 33,04 33,23 33,23 33,19
C-30 23,75 23,75 23,73 23,77 23,77 23,65 23,74 23,72 23,73
Carbonos substituintes do grupo éster (6, multiplicidade, J Hz)
C-31 65,29 65,27 64,69 66,02 65,93 142,19 60,04 61,68 51,77
C-32 135,51 135,01 143,80 133,50 138,81 128,88 34,57 28,00 78,21
C-33 130,00 129,69 128,55 128,23 105,75 108,27 99,75 35,31 74,54
C-33 130,00 129,69 128,55 128,23 105,75 - - - -
C-34 131,69 128,73 123,84 129,19 160,96 120,59 67,04 166,34 -
(OCHs)
C-34° 131,69 128,73 123,84 129,19 160,96 - 67,05 166,34 -
(OCHs)
C-35 122,13 133,99 147,73 137,79 99,98 124,79 26,00 132,21 -
(Br) (cl) (NO;)  (Me)
C-35’ - - - - - - 132,21 -
C-36 - - - 21,31 55,46 128,61 - 123,39 -
C-36’ - - - - - - - 123,39 -
C-37 - - - - 55,46 - - 134,11 -
Cc-37 - - - - - - - 134,11 -
®CDCl3
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Amidas derivadas da hederagenina

Na Figura 4.3.9 sdo apresentados as amidas derivadas da hederagenina com seus
respectivos substituintes. As amidas derivadas mostraram no respectivo espectro no IV os
sinais tipicos esperados para esta classe de compostos: a banda caracteristica de grupo amida
na faixa de 1660-1630 cm™, e o grupo carbonila de éster na faixa de 1745-1735 cm™.
Adicionalmente alguns compostos apresentam um sinal na faixa de 1720-1710 cm?,
correspondente a uma ressonancia de Fermi da carbonila da amida. Por outro lado, todos os
derivados apresentam um sinal na faixa 1540-1515 cm™, correspondente a vibra¢3o de tens3o
do NH da amida. Além os sinais dos grupos hidroxilas observaram-se para o composto 5e a

banda caracteristica de grupo alquino em 2120 cm™.

5h

Figura 4.3.9 - Amidas derivadas da hederagenina.

Os espectros de RMN de *H mostraram os sinais dos hidrogénios correspondentes aos
derivados sintetizados. Observa-se que os espectros obtidos em CDCls apresentam a sinal do
hidrogénio da amida secundaria na faixa de 61 = 6,30 a 6,20. Também se observou o simpleto
em 6n =+ 5,30 correspondente ao hidrogénio-12 do alqueno, e a sinais na faixa 61 = 3,80-3,30
dos hidrogénios metilénicos-23 e metinicos-3 da sapogenina. Ndo obstante, dependendo do
grupo ligado na amida o espectro de RMN de hidrogénio apresenta diferencas. Para o

composto 5a, foram observados os sinais dos hidrogénios aromaticos do anel benzilico a 61 =
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7,35-7,20. Em én = 7,31 foi observado um multipleto correspondente ao anel aromatico
monossubstituido do composto 5h. Para o composto 5b foram localizados as sinais de quatro
hidrogénios aromaticos, pertencente ao anel piridinico, entre 64 = 8,51 (H-37) e 7,15 (H-34 e
H-36) como dupleto integrando para um e dois hidrogénios respectivamente, exibindo
constantes de acoplamento de J=4,0e 7,5 Hz. Em é4= 7,61 (H-35) observou-se um tripleto

gue integra para um hidrogénio com um J = 7,5 Hz (Figura 4.3.10).
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Figura 4.3.10 - Amplia¢3o de parte do espectro de RMN de 'H das amidas 5a, 5b, e 5h.

Todos os sinais dos espectros de RMN de 3C para o esqueleto triterpeno nesta série
de compostos foram semelhantes com os dados apresentados na literatura para a aglicona
hederagenina (BOKE, 2014), com excecao do sinal do C-28 (e os sinais adicionais para os
substituintes da amida) (Tabela 4.3.4). O carbono carboxilico-28 apresenta um deslocamento
a 6c = 180,72 para a hederagenina. Nos derivados, as carbonilas dos grupos amidas
apresentaram deslocamento em é6c = 178 + 0,50, confirmando a presenca da amida.
Adicionalmente, os compostos 5g e 5h apresentam a sinal do carbonila de éster em 6¢=171,85
e 171,62. Para o composto 5i o sinal correspondente a carbonila do acido do grupo triptofano

como também da carbonila da amida ndao aparecem, devido ao menor tempo de relaxacao
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(Rg). Por outro lado varios andlogos apresentam nucleo de etil-pirimidinil (5¢), etil-morfolinil
(5d) e etil-piperidinil (5f), que apresentaram em comum os sinais correspondente aos
metilenos ligados ao nitrogénio do anel na faixa de 6c = 55-54 (Figura 4.3.11, Tabela 4.3.2). Os
carbonos metileno-32 ligado ao nitrogénio se apresentaram para os compostos 5d e 5f em ¢
=58,09 e 58,04 e para o composto 5¢ em 6c= 54,39. Adicionalmente os metilenos ligados ao
oxigénio do anel morfolinico aparecem em &6¢ = 67,89 (Figura 4.3.11, Tabela 4.3.4),
confirmando a presenca dos grupos heterociclicos.
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Figura 4.3.11 - Ampliacdo dos espectros de RMN de *3C para os derivados 5c, 5d e 5f.

Igualmente, o composto 5e apresenta deslocamentos a 6c = 78,21 e 74,54 atribuidos
ao grupo propinila ligado ao nitrogénio da amida. Os sinais caracteristicas dos carbonos
metinico-3 (6c = 76,73) e metilénico-23 (6c = 72,01), ambos ligados a hidroxila no triterpeno
pentaciclico, destacam que todos os derivados apresentam os dois sinais na mesma faixa

(Figura 4.3.12 e Tabela 4.3.4).
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Figura 4.3.12 - Ampliacdo dos espectros de RMN de *3C para o derivado 5e.

Todos os experimentos de espectrometria de massa de alta resolucdo (ESI-HRMS) e
Analise Elementar (CHN) confirmaram as massas moleculares e pureza dos compostos obtidos

(ver sessdo 4.2.3 e 4.7.25-33).
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Tabela 4.3.4 - Deslocamentos quimicos de RMN de 3C (6§/ppm) dos derivado (5a-i) e

hederagenina (3a).

\E 3a° 5a° 5b® 5¢° 5d° 5e° 5f° 5g° 5h® 5i°
1 39,14 38,26 38,24 38,30 39,45 38,31 39,10 39,48 38,23 39,41
2 26,52 25,87 25,91 25,84 26,44 25,89 26,34 26,48 25,68 26,34
3 73,76 76,70 76,82 76,73 73,77 76,73 73,51 73,87 76,73 74,04
4 43,24 42,45 42,10 42,37 43,28 42,23 43,25 43,27 42,62 43,21
5 47,01 46,76 46,92 46,85 47,76 46,74 47,26 47,62 46,54 47,54
6 18,94 18,52 18,55 18,58 19,08 18,53 18,86 19,11 18,45 19,16
7 33,56 32,70 32,74 32,71 33,49 32,36 33,45 33,53 32,59 33,50
8 40,12 39,45 39,41 39,49 40,62 39,50 40,07 40,59 39,34 40,24
9 48,96 49,77 49,83 49,85 48,91 49,78 48,73 48,99 49,80 48,89
10 37,59 36,92 36,94 36,97 37,08 36,94 37,14 37,88 36,82 37,77
11 24,13 23,73 23,65 23,69 24,17 23,68 24,18 24,20 23,76 24,22
12 122,96 123,03 123,70 122,89 124,06 123,26 123,29 124,12 123,01 124,59
13 145,18 14486 144,43 144,53 145,44 144,77 145,16 145,11 144,35 144,65
14 42,54 42,17 42,00 42,14 43,07 42,15 42,53 42,97 42,07 42,72
15 28,69 27,43 27,40 27,46 28,46 27,35 28,16 28,43 27,35 28,03
16 24,05 23,53 23,47 23,66 23,95 23,62 23,94 24,00 23,38 23,98
17 48,51 47,59 47,62 47,64 48,66 47,62 48,38 48,71 47,54 48,78
18 42,35 41,88 41,87 41,88 42,88 41,89 42,53 42,57 41,80 42,49
19 46,80 46,47 46,42 46,46 47,61 46,42 46,81 47,49 46,36 47,22
20 31,30 30,84 30,82 30,82 31,60 30,82 31,20 31,60 30,83 31,47
21 34,56 34,23 34,25 34,29 35,08 34,17 34,70 35,09 34,19 35,10
22 33,33 32,27 32,22 32,36 33,21 32,21 32,98 33,28 32,37 32,82
23 68,25 72,00 72,15 72,07 67,22 72,01 67,93 67,33 72,07 67,56
24 13,48 11,59 11,59 11,64 12,74 11,58 13,52 12,71 11,55 12,71
25 16,32 15,89 15,79 15,88 16,31 15,86 16,34 16,28 15,66 16,24
26 17,85 17,04 16,94 17,03 17,96 17,10 17,73 17,55 16,84 16,78
27 28,02 26,64 26,66 26,62 27,39 26,66 27,97 27,41 26,63 27,37
28 180,53 178,33 178,24 178,46 180,29 178,23 177,76 180,78 177,76 C=0
29 33,60 33,10 33,12 33,13 34,15 33,08 33,90 34,02 33,10 33,72
30 24,20 23,91 23,69 23,74 24,61 23,98 24,22 24,55 23,79 24,41
Carbonos substituintes do grupo amida (6, multiplicidade, J Hz)
31 - 43,71 38,67 37,99 37,89 29,47 37,51 42,16 56,67 55,76
32 - 138,40 36,97 54,39 58,09 79,70 58,04 171,85 136,19 28,14
33 - 127,84 159,94 54,04 54,62 71,75 54,86 52,51 129,07 111,20
33 - 127,84 - 54,04 54,62 - 54,86 - 129,07 -
34 - 128,78 122,82 23,74 67,89 - 26,78 - 127,71 124,15
34 - 128,78 - 23,74 67,89 - 26,78 - 127,71 -
35 - 127,50 136,72 - - - 25,04 - 128,94 129,10
36 - - 121,66 - - - - - - 138,07
37 - - 149,18 - - - - - 171,62 119,49
aPiridina—ds, bCDClg, cCD_:,OD
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4.3.4. Ensaios bioldégicos

Ensaio citotdxico

Os derivados de ésteres (4a-x) e amidas (5e-f) da hederagenina foram submetidos a
testes de atividade antitumoral utilizando um ensaio de sulforodamina-B (SRB) (SKEHAN et
al., 1990). Os valores de ECso foram determinados para seis linhagens diferentes de células de
cancer humano [518A2 (células de melanoma), células A2780 (carcinoma do ovdrio), HT29
(adenocarcinoma de célon), MCF7 (adenocarcinoma de mama), A549 (cancer de pulmao),
8505C (carcinoma de tiredide)]. Os valores de ECsp mostrados na Tabela 4.3.5, foram
calculados a partir da curvas de dose resposta semi-logaritmicas por meio de regressao nao-

linear, aplicando dois parametros da equacdo de Hill-slope.

A conversdo geral da hereganina (He) nos ésteres e amidas respectivas, resultou em
um aumento da citotoxicidade. Tal como mostrado em todas as linhagens celulares de cancer
humano diferentes, os ésteres (4a-x) e as amidas (5a-c, e-f) possuem uma citotoxicidade
superior a hederagenina (Figura 4.3.13). No entanto, a atividade é diminuida no analogo com
o grupo etilmorfolinil (5d). Estes resultados suportam a hipdtese de que um grupo volumoso
ligado na carbonila-28 de derivados de triterpenos é capaz de modular as atividades
citotéxicas para esta classe de compostos para diferentes linhagens de células tumorais

(SIEWERT et a., 2014).

m518A2 mA2780 mHT29 m MCF7 mA549 m8505C
50

45
40
35
30
25
20
15
10

(%2}

Valor de ECs, com intervalo de confianga
em uM

He 4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h 4i 4j 4k 4] 4m 4n 40 4p 4q 4r 4s 4t 4u 4v 4w 4x 5a 5b 5¢ 5d 5e 5f

Figura 4.3.13 - Comparacdo dos valores de ECso (a partir de ensaios de SRB, apds 96 h de

incubagdes com varias linhagens de células tumorais com um intervalo de confianga =95/ ).
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Tabela 4.3.5 - Citotoxicidade da hederagenina (He) e seus analogos 4a-x e 5a-f empregando

linhagens celulares tumorais humanas (518A2, A2780, HT29, MCF7, A549, 8505C).

ECso* 518A2 A2780 HT29 MCF7 A549 8505C
He 34,9 19,9 50,0 25,7 29,0 38,0
4a 7,8 9,7 9,5 7,9 7,0 7,6
4b 10,3 12,9 12,8 10,2 10,9 8,8
4c 10,9 14,3 14,3 12,7 13,2 7,8
4d 12,9 13,1 16,1 16,5 14,8 14,1
4e 11,7 13,6 13,5 12,7 13,6 9,5
af 9,0 12,9 13,2 11,3 12,6 8,4
4g 9,2 14,4 13,3 12,7 12,9 9,4
4h 10,0 13,4 13,2 12,5 13,2 11,2
4i 9,5 12,9 13,0 11,5 11,4 8,0
4j 7,5 11,6 12,0 10,2 11,7 8,7
4k 8,1 11,9 12,0 8,3 8,1 6,6
4 11,7 13,8 14,8 13,0 13,0 11,9
4m 10,9 13,7 14,4 13,5 13,5 9,7
4n 13,8 14,6 15,3 14,2 14,2 13,7
40 10,2 11,4 11,3 9,2 8,5 6,7
4p 11,6 13,2 13,7 13,5 13,5 8,6
4q 11,4 13,0 13,5 12,7 9,8 8,1
4r 8,4 7,8 7,8 7,8 6,5 6,1
4s 11,8 14,7 14,8 13,7 13,7 8,8
4t 12,7 13,5 14,0 13,4 14,0 12,8
4u 8,6 8,8 11,2 7,7 9,5 9,5
4v 11,1 15,0 13,4 12,7 13,1 13,1
4w 8,7 12,1 13,4 9,0 11,4 10,3
4x 12,4 17,0 17,7 15,4 15,9 13,2
5a 13,7 11,4 15,1 14,6 15,7 13,5
5b 12,5 15,9 19,3 15,2 17,2 12,7
5¢c 2,0 1,1 1,2 3,7 19 1,8
5d >30 >30 >30 >30 >30 >30
5e 21,6 14,8 17,3 17,0 16,8 22,1
5f 3,7 1,8 1,3 6,5 2,7 3,6

*valores de ECsp em UM para os ensaios SRB apds 96 h de tratamento; os
valores sdo media de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas
em triplicado cada; IC = intervalo de confianga de 95/

Resultados similares foram observados para o acido glicirretinico que em sua forma
natural (acido livre) apresentou citotoxicidade trés vezes inferior aos correspondentes ésteres

(SCHWARZ e CSUK, 2010; CSUK et al., 2010).
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As amidas com os grupos etilpiperidinil (5f) e etilpirrolidinil (5¢) sdo os mais ativos para
todas as células tumorais testadas, mostrando valores de ECso que variam entre 1,3-6,5 uM
para o analogo 5f e valores entre 1,1-3,9 uM para 5c. Isto corresponde a uma citotoxicidade
de aproximadamente 30 vezes maior que a hederagenina (Figura 4.3.14). Além disso, os
analogos de ésteres com o grupo benzil (4a) e orto-nitrobenzil (4r) foram os mais ativos entre
todos os derivados de ésteres para as linhagens de células testadas, mostrando valores de
ECso entre 7,0-9,7 UM para 4a e 6,1-8,4 UM para o analogo 4r. Estes resultados mostram que
os derivados 4a e 4r sdo aproximadamente 20 vezes mais citotdxicos que a hederagenina

(Figura 4.3.14).
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B He m4a m4r 5f m5¢
Figura 4.3.14 - Citotoxicidade (valores de ECso em WM com erro padrao (EP), a partir dos
ensaios de SRB) da hederagenina (He) e os analogos ésteres 4a, 4r e amidas 5f, 5¢ testadas

para todas as linhagens celulares.

Para todas as linhagens de células testadas (Figura 4.3.15) as atividades dos ésteres
para substituido (40, 4q e 4p) diminuem com o raio atdmico do halogénio substituinte. Por
outro lado, o andlogo p-nitro substituido (4r) apresenta maior atividade citotdxica que os
analogos orto e meta nitro substituido (4b, 4k). Ao contrério, o andlogo para metil substituido
(4s) apresenta uma diminuicdo na atividade citotdxica que os andlogos orto e meta metil

substituidos (4f, 4l).
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Figura 4.3.15 - Comparacao da citotoxicidade da hederagenina (He) e alguns ésteres e amidas
(ECso em uM de SRB com intervalo de confianga (95/ ) para vdrias linhagens de celulares

tumorais humanas).

Para obter uma visdao mais profunda sobre o modo de agao, para o composto mais
ativo desta série, o derivado 5c, alguns experimentos adicionais foram realizados. A morte de
células de cancer de ovario humano A2780 foi investigada utilizando um ensaio de iodeto de
laranja de acridina/iodeto de propidio (AO/PI) e microscopia de fluorescéncia (Figura 4.3.16).
Assim, as células foram tratadas durante 48 h com uma concentragdao de ECso de 5c. Os
resultados deste ensaio indicam que a morte celular controlada ocorreu, evidenciado pela
presenca de células A2780 verdes fluorescentes. Ademais, vdrias células mostraram uma cor
laranja; estas células morreram por necrose (secundario). Este ensaio permitiu conferir que o

derivado 5c actua, principalmente, via apoptose.
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Figura 4.3.16 - Imagem de microscopia de fluorescéncia das células de cancer de ovario

(A2780) tratadas com uma concentracao de ECso de 5¢, durante 48 horas.

4.4. Conclusoes

Através de uma reacdo Sn2 foram obtidos 23 ésteres derivados da hederagenina, com
rendimentos na faixa 40-80/ . Por meio de uma ativa¢do da carboxila com TBTU foram obtido
o éster com o grupo benzotriazol e 9 amidas derivadas da hederagenina, com rendimentos na

faixa 50-80/ .

Todos os analogos de éster e amida da hederagenina preparados sao inéditos.

Os derivados 4a-x e 5a-e foram submetidos a testes de atividade citotdxica contra seis
linhagens celulares de cancer humano, incluindo 518A2 (células de melanoma), A2780
(carcinoma de ovario), HT29 (adenocarcinoma do cdlon), MCF7 (adenocarcinoma de mama),
A549 (cancer do pulmao), 8505c (carcinoma da tirdide) utilizando o ensaio sulforrodamina-B
(SRB). A partir dos andlisis, fico evidente que todos os andlogos exibiram melhor atividade
anti-cancer contra as linhagens celulares tumorais testadas quando é comparados com a

hederagenina.

As amidas com etilpiperidinil (5f) e etilpirrolidinil (5¢) como substituinte foram os

derivados mais promissores apresentando valores de ECsp variando entre 1,1-6,5 uM.

Tal como é mostrado pela coloracdo do experimento adicional de AO/PI, com células

de A2780 (carcinoma de ovario), o composto 5¢ pode atuar por apoptose.
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Anexos

4.6.

4.6.1. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de benzila (4a)
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4.6.2. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-nitrobenzila (4b)
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4.6.3. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-bromobenzila (4c)
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4.6.4. Espectro do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de pentafluorobenzila (4d)
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4.6.5. Espectro do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-clorobenzila (4e)
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4.6.6. Espectro do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-metilbenzila (4f)
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4.6.7. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 2,6-diclorobenzila (4g)
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4.6.8. Espectro do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de o-fluorobenzila (4h)
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4.6.9. Espectro do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 2,4-difluorobenzila (4i)
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4.6.10. Espectro do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 2,6-difluorobenzila (4j)
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4.6.11. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de m-nitrobenzila (4k)
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4.6.12. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de m-clorobenzila (4l)
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4.6.13. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de m-metilbenzila (4m)
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4.6.14. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de m-bromobenzila (4n)
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4.6.15. Espectros do (3p)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-fluorobenzila (40)
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4.6.16. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-bromobenzila (4p)
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4.6.17. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-clorobenzila (4q)
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4.6.18. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-nitrobenzila (4r)
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4.6.19. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de p-metilbenzila (4s)
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4.6.20. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 3,5-dimetoxibenzila (4t)
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4.6.21. Espectros do (3)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de benzotriazol (4u)
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4.6.22. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de2-etil-1,3-dioxano (4v)
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4.6.23. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de 3-(N-propilftalimida (4w)
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4.6.24. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de propinila (4x)
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4.6.25. Espectros do Benzil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5a)
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4.6.26. Espectros do 1-etilpiridinil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5b)
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4.6.27. Espectros do 1-etilpirrolidinil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5c)
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4.6.28. Espectros do 1-etilmorfolinil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5d)
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4.6.29. Espectros do 1-Propinil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5e)
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4.6.30. Espectros do 1-etilpiperidinil-(3)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5f)
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4.6.31. Espectros do glicinil-metil-éster-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5g)
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4.6.32. Espectros do 2-fenilglicil-metil-éster —(38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5h)
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4.6.33. Espectros do Triptofanil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5i)
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5. Capitulo 4

Derivatizacao da hederagenina para a formac¢ao
de triazdis com grupos éster e amida no carbono-28 e

sua atividade citotoxica.
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5.1. Introducao

Heterociclos contendo um dtomo de nitrogénio sdo abundantes na natureza além de
serem de grande relevancia bioldgica ja que sdo subunidades estruturais em diversos
produtos naturais como vitaminas, hormoénios, antibidticos, alcaloides e também estdo
presentes em farmacos, herbicidas, corantes, dentre outros compostos (PHOLSHETTIWAR e

VARMA, 2008).

Muitas vezes os anéis heterociclicos presentes em substancias bioativas constituem
parte do grupo farmacoférico, ou seja, a parte da substancia responsavel pela atividade

bioldgica (LEDNICER e MITSCHER, 2004).

Dentre os sistemas heterociclicos mais estudados encontram-se os triazdis, que tém
despertado muito interesse pelo fato de possuirem um vasto campo de aplicagbes que vao
desde usos como explosivos até como farmacos e agroquimicos. Como exemplo de atividades
biolégicas relatadas para os compostos que apresentam o anel 1,2,4-triazdlico, , tem-se:
antibacteriana, antifingica, antitumoral, sedativa e estimulante do sistema nervoso central

(PHOLSHETTIWAR e VARMA, 2008).

Compostos contendo o anel o farmacoforo 1,2,3-triazélico (MANETSCH et al., 2004;
WHITING et al., 2006), sdo também utilizados em estratégias de acoplamento de duas ou mais
substancias de interesse. Outra caracteristica do nucleo 1,2,3-triazélico é o fato de apresentar
propriedades fisico-quimicas semelhantes ao grupo amida sendo um bioiséstero deste (KOLB
e SHARPLESS, 2003). Algumas das atividades bioldgicas relatadas para os derivados 1,2,3-
triazdlicos sdo: antibacteriana (THOMAS et al., 2010; GALLARDO et al., 2007; BOECHAT et al.,
2011), citotoxica (ANJOS et al., 2009), antitumoral (CAFICI et al., 2008; KAMAL et al., 2008),
antiprotozoaria (BAKUNOQV et al., 2010; CARVALHO et al., 2010), antifungica (PORE et al.,
2006; AHER et al., 2009), antimaldrica (GUANTAI et al., 2010), e tripanossomicida (SILVA et
al., 2008). Todos os triazodis sdo de origem sintética e ndo ha indicacdes, até o momento, de

gue estes heterociclos possam ser encontrados na natureza (MELO et al., 2006).
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Em um universo com uma infinidade de moléculas com potencial atividade biolégica, o
gue tem se buscado atualmente é a obtencdo de compostos faceis de serem sintetizados e
com eficiéncia bioldgica a dos produtos ja utilizados. E neste contexto que se introduz o
conceito de quimica “click” com o propdsito de acelerar descobertas de novas substancias
com propriedades uteis, principalmente com aplicacdes farmacoldgicas e na area de
materiais. Barry Sharpless foi quem prop6s este conceito, em 2001, para descrever reacoes
termodinamicamente favoraveis, de facil execucdo e que fornecam os produtos com altos
rendimentos, sendo, portanto, de grande aplicabilidade. Outros requisitos dessas reacdes sao:
serem modulares, fornecerem produtos secundarios inofensivos e facilmente removiveis por
métodos ndo cromatograficos. Além de serem estéreo-especificas, mas ndo necessariamente
enantio-especificas, as condicdes do meio e os reagentes devem ser simples, o solvente a ser
utilizado deve ser benigno ao meio ambiente, como a agua, ou ser de facil remocdo e o

produto deve ser de facil isolamento (SHARPLESS et al., 2004).

A cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen (reacdo entre um alcino e uma azida gerando
triazdis, catalisada por Cu(l)), é considerada o exemplo perfeito de reacdo “click”, (Figura
5.1.1). Além de obedecer aos pré-requisitos de uma reagdo “click”, citados anteriormente,
esta reacdo apresenta a conveniéncia de se utilizar, como reagentes, alcinos e azidas
funcionalizados. Ela é regio-especifica gerando exclusivamente o isdbmero 1,2,3-triazol-1,4-
dissubstituido. Esta sintese, de tdo usual, ficou conhecida como a reagao “click” ou CuAAC

(reagdo de cicloadi¢do (C) entre um alcino (A) e uma azida (A), catalisada por cobre (Cu)).

Cu(l W
NENZNDR, + =R, 2, [N

Figura 5.1.1 - A reacdo “click” ou CuAAC.

Assim, neste capitulo serd descrita a sintese e avaliagdao antitumoral de derivados de

triazdis com grupo éster e amidas substituidas no carbono-28 da hederagenina (3a).
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5.2. Material e Métodos

5.2.1. Obtencao da Hederagenina
A obtencdo da hederagenina foi descrita no capitulo 2.
5.2.2. Sinteses

Os reagentes empregados na obtencdo dos produtos, a exce¢cdo de hederagenina,

foram de grau analitico e ndo passaram por purificacdo prévia.

A determinagao das faixas de fusao foi realizada em aparelho MQAPF-302 os valores
ndo foram corrigidos. Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos por meio de
pastilha de KBr contendo 1/ (m/m) do composto, em espectrémetro Perkin Elmer Spectrum
1000. As absorcdes foram relatadas em nimero de ondas 0 (cm™). Os espectros de
ressonancia magnética nuclear de *H e de '3C foram obtidos em aparelho Varian, Mercury 300
MHz e 75 MHz, respectivamente. As analises de massa de alta resolugcdo foram realizadas num
equipamento ESI-QTOF, maXiseTD, Bruker. A Analise Elementar foram medidas numa unidade
de Foss-Heraeus Vario EL. A evolucdo das reacoes foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD), em placas de silica gel 60 Fs4 0,2 mm de espessura (Merck). O
desenvolvimento da cromatografia em camada delgada foi visualizados sob luz ultravioleta ou
por pulverizacdo com acido fosfomolibdico 10/ de EtOH, seguido de aquecimento. A
cromatografia flash em coluna (20 cm de comprimento e 2 cm de diametro) foi realizada

usando gel de silica de 230-400 mesh (Merck).
Sintese do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de propinila (4x)
Procedimento geral

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionou-se 1 equiv de
hederagenina dissolvido em 5 mL de DMF, 5 equiv de K,COs; e 2 equiv de brometo de
propargila. O sistema foi colocado sob agitacdo magnética por 18 horas e mantido a
temperatura ambiente. A seguir foi adicionado AcOEt (50 mL) e a mistura foi lavada com
solugdo aquosa de HCI (5/ ), 4gua e solugao saturada de NaCl (2x50 mL). A fase organica foi

secada em Na;S0;4 anidro e filtrada. O filtrado foi concentrado em evaporador rotativo, sob
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pressdo reduzida e o composto foi purificado por cromatografia em coluna (silica gel; Hex-

AcOEt) e caracterizado por meio de métodos espectroscdpicos (ver capitulo 3).

Sintese do 31-Propin-1-il-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida (5e)

Procedimento geral

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionam-se 0,25 mmol de TBTU,
0,45 mmol de DIPEA, 0,23 mmol de hederagenina e 0,50 mmol da propinilamina em 8 mL de
THF. O sistema foi colocado sob agitacdo vigorosa por 4 horas e mantido a temperatura
ambiente e atmosfera de nitrogénio. A seguir foi adicionado AcOEt (50 mL). A fase organica
foi lavado com agua, solucdo saturada de NaCl (2x50 mL) e secada com Na;SOs anidro e
filtrada. O filtrado foi concentrado em evaporador rotativo, sob pressao reduzida. O composto
foi purificado por cromatografia em coluna (silica gel; Hex-AcOEt) e caracterizado por meio de

métodos espectroscopicos, (ver capitulo 3).

Sinteses do R-N3

Procedimento geral

A um bal3do bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionam-se azida de sédio (NaNs)
(1 equiv.) e brometo de arila (1,5 equiv.) em DMF (10 mL). O sistema foi colocado sob agitacao
magnética por 2 horas e mantido a temperatura ambiente. A reacao foi monitorada por CCD.
Terminada a reagdo, a mistura foi extraida com dietileter. A fase organica foi lavada com agua
e solucdo saturada de NaCl (2x50 mL), em seguida foi secada em Na,SOs anidro e filtrada. O
filtrado foi concentrado num evaporador rotativo, sob pressao reduzida, para se obter as azida
benzilicas. Uma vez que a andlise por CCD dos produtos em bruto revelou uma Unica mancha,

as azidas foram utilizadas sem purificacao adicional.
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Sintese dos derivados de triazois da hederagenina

Procedimento geral

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionam-se 0,15 mmol do alcino,
seguidamente 0,25 mmol de CuS04.5H,0, ascorbato de sédio (0,5 mmol) e 0,3 mmol da R-N3
em 10 mL de H,0/CHCl; (1:1 v/v). Em seguida o sistema foi colocado sob agitacdo vigorosa
por 24 horas a temperatura ambiente. A mistura foi extraida com DCM e lavada com 4gua e
solucdo saturada de NaCl (2x50 mL), logo foi secada em Na;SQ4 anidro e filtrada. O filtrado foi
concentrado num evaporador rotativo, sob pressao reduzida e o composto foi purificado por
cromatografia em coluna (silica gel; Hex-AcOEt), e caracterizado por meio de métodos

espectroscépicos, (Anexos 5.8.1-32).

Nas Tabelas 5.2.1 e 5.2.2 s3o apresentadas as quantidades dos reagentes empregadas
para as formacoes dos derivados de triazdis com grupo éster (6a-0) e amida (7a-70) no

carbono-28 da hederagenina.
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Tabela 5.2.1 - Reagentes e condicOes para o preparo dos derivados 6a-0 a temperatura ambiente por 24 h.

CuS04.H,0/ Mistura de
R-N3 4x .
Na-L-asc eluente Rendimento
Massa Massa . Produto
Massa (cromatografia mg; mmol;/
(mg; mmol) (mg; mmol)
(mg; mmol) em coluna)
©/\N3
(40; 0,25)/ Hex:AcOEt
85; 0,15 6a 65; 0,10; 60
(40; 0,30) ( ) (100; 0,5) (2:1)
©\AN3
Br (85; 0,15) (40; 0,25)/ Hex: AcOE 6b 110; 0,15; 91
(63; 0,30) (100; 0,5) (2:1)
™
. (40; 0,25)/ Hex: AcOEt . .
Br (85; 0,15) (100; 0.5) (2:1) 6¢c 78; 0,11; 65
(63; 0,30)
gN3 (40; 0,25)/ Hex: AcOEt
; 0, ex: Ac . .
Br (85; 0,15) (100; 0,5) (2:1) 6d 109; 0,15; 91
(63; 0,30)
Cl
N _ (40; 0,25)/ Hex: AcOEt . _
©?d (85; 0,15) (100: 0,5) (2:1) 6e 100; 0,14; 84
(61; 0,30)
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Tabela continua..

CuS04.H,0/ Mistura de
R-Br 4x ]
Na-L-asc eluente Rendimento
Massa Massa . Produto
(mg; mmol) (mg; mmol) Massa (cromatografia mg; mmol;/
& & (mg; mmol) em coluna)
N
g i (85; 0,15) (40; 0,25)/ Hex: AcOEt 6f 39; 0,05; 33
Cl » (100; 0,5) (2:1) et
(50; 0,30)
C'\@AN
3 . (40; 0,25)/ Hex: AcOEt ' '
(85; 0,15) (100; 0.5) (1) 6g 106; 0,15; 90
(50; 0,30)
Cl
N3 . (40; 0,25)/ Hex: AcOEt ' '
@A (85; 0,15) (100, 0.5) o) 6h 64; 0,09; 54
(50; 0,30)
N3
/@\A . (40; 0,25)/ Hex: AcOEt . _ .
. . (85; 0,15) (100; 0.5) (2:1) 6i 101; 0,15; 89
(51; 0,30)
N
E;C 3 (85; 0,15) (40; 0,25)/ Hex: AcOEt 6i 94; 0,14; 85
F e (100; 0,5) (2:1) J P2
(45; 0,30)
F
N (40; 0,25)/ Hex: AcOEt
(85; 0,15) i ) 6k 76;0,12; 67
. (100; 0,5) (2:1)
(51; 0,30)
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Tabela continua...

CuS04.H,0/ Mistura de
R-Br 4x ]
Na-L-asc eluente Rendimento
Massa Massa . Produto
Massa (cromatografia mg; mmol;/
(mg; mmol) (mg; mmol)
(mg; mmol) em coluna)
N3 (40; 0,25)/ Hex: AcOEt
;0,1 I ;0,13; 77
Fg (85;0,15) (100; 0,5) (2:1) 6 85, 0,13;
(45; 0,30)
gN3 (40; 0,25)/ Hex: AcOEt
; 0, ex: Ac
0N (85; 0,15) (100; 0.5) (2:1) 6m 50; 0,07; 44
(54; 0,30)
O,N \©/\N
3 . (40; 0,25)/ Hex: AcOEt _ .
(85; 0,15) (100; 0,5) (2:1) 6n 60; 0,08; 52
(54; 0,30)
NO,
40; 0,25)/ Hex: AcOEt
@ﬁ,\b (85; 0,15) ((100. 0 5)) (2:1) 60 87;0,12; 76
(54; 0,30)
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Tabela 5.2.2 - Reagentes e condicdes para o preparo dos derivados 7a-o a temperatura ambiente por 24 h.

CuS04.H,0/ Mistura de
R-N3 S5e .
Na-L-asc eluente Rendimento
Massa Massa . Produto
Massa (cromatografia mg; mmol;/
(mg; mmol) (mg; mmol)
(mg; mmol) em coluna)
©/\N3
(40; 0,25)/ Hex:AcOEt
85; 0,15 7a 97;0,15; 90
(40; 0,30) ( ) (100; 0,5) (1:2)
©\AN3
Br (85; 0,15) (40; 0,25)/ Hex: AcOEt 7b 102; 0,14; 85
(63; 0,30) (100; 0,5) (2:2)
o
. (40; 0,25)/ Hex: AcOEt _ .
Br (85; 0,15) (100; 0,5) (1:2) 7c 108; 0,15; 90
(63; 0,30)
gN3 (40; 0,25)/ Hex: AcOEt
; 0, ex: Ac . .
Br (85; 0,15) (100; 0,5) (1:2) 7d 114, 0,16; 95
(63; 0,30)
Cl
N _ (40; 0,25)/ Hex: AcOEt . _
@; (85; 0,15) (100: 0,5) (1:2) 7e 89;0,12; 75
(61; 0,30)

167



Tabela continua..

R-Br 5e CuS04.H,0/ Mistura de
Na-L-asc eluente Rendimento
Massa Massa . Produto
(mg; mmol) (mg; mmol) Massa (cromatografia mg; mmol;/
& & (mg; mmol) em coluna)
N
g i (85; 0,15) (40; 0,25)/ Hex: ACOEt 7f 92; 0,13; 81
Cl r (100; 0,5) (1:2) T
(50; 0,30)
CI\©AN
3 . (40; 0,25)/ Hex: AcOEt ' '
(85; 0,15) (100; 0,5) (1:2) 7g 89;0,13; 78
(50; 0,30)
Cl
N . (40; 0,25)/ Hex: AcOEt ' '
@A (85; 0,15) (100, 0.5) 1) 7h 90; 0,13; 79
(50; 0,30)
N3
/@\A . (40; 0,25)/ Hex: AcOEt . _ .
- - (85; 0,15) (100: 0.5) (1:2) 7i 95; 0,14; 84
(51; 0,30)
N3
(;C : (40; 0,25)/ Hex: AcOEt o
- (85; 0,15) (100: 0.5) (1:2) 7 78;0,11; 70
(45; 0,30)
F
N (40; 0,25)/ Hex: AcOEt
(85; 0,15) i ) 7k 113;0,17; 97

(51; 0,30)
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Tabela continua...

CuS04.H,0/ Mistura de
R-Br 5e .
Na-L-asc eluente Rendimento
Massa Massa . Produto
Massa (cromatografia mg; mmol;/
(mg; mmol) (mg; mmol)
(mg; mmol) em coluna)
N3 (40; 0,25)/ Hex: AcOEt
00,1 ;0,11;
Fg (85;0,15) (100; 0,5) (122) 7! 7701170
(45; 0,30)
40; 0,25)/ Hex: AcOEt
OZN/E)A (85; 0,15) ((100. 0 5)) (1:2) 7m 77;0,11; 66
(54; 0,30)
OZN\©/\
. (40; 0,25)/ Hex: AcOEt . .
(85; 0,15) (100; 0.5) (1:2) 7n 91;0,13; 79
(54; 0,30)
NO,
40; 0,25)/ Hex: AcOEt
@ﬁ,\l,& (85; 0,15) ((100. 0 5)) (1:2) 70 87;0,12; 76

(54; 0,30)




5.2.3. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-benzil-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (6a)

Aspecto fisico: solido branco; Tf101-102,8 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3420, 3148, 3064, 1724, 1160, 1048, 1008, 722.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,47 (s, 1H, H-33); 7,35 (sl, 3H, 3xH); 7,26 (sl, 2H, 2xH);
5,51 (d, 1H, J = 15,0 Hz, H-34.); 5,45 (d, 1H, J = 15,0 Hz, H-34y); 5,21 (s, 1H, H-12); 5,13 (s, 2H,
H-31); 3,71 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.); 3,62 (tl, 1H, J = 8,0 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 9,6 Hz, H-
23y); 2,78 (ddl, 1H, J = 13,3 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CH3); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,88 (s, 3H, CH3); 0,86
(s, 6H, 2xCHs); 0,50 (s, 3H, CH3).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) 6: 177,81 (0=C-28); 143,71 (=C-13); 134,32 (=C-32); 131,04
(C-35); 129,26 (C-37); 129,26 (C-37’); 128,97 (C-38); 128,22 (C-36’); 128,22 (C-36); 123,03
(=CH-12); 122,44 (=CH-33); 76,91 (HO-CH-3); 72,18 (HO-CH,-23); 57,61 (O-CH2-31); 54,31 (CH,-
34); 49,88 (CH-9); 47,64 (C-17); 46,81 (CH-5); 45,96 (CH-19); 41,90 (C-4); 41,83 (C-14); 41,37
(CH-18); 39,38 (C-8); 38,22 (CH,-1); 37,01 (C-10); 33,92 (CH2-21); 33,17 (CHs-29); 32,55 (CH,-
7); 32,41 (CH2-22); 30,76 (C-20); 27,72 (CH,-15); 26,82 (CH3-27); 25,93 (CH2-2); 23,71 (CHs-30);
23,45 (CH,-11); 23,06 (CH,-16); 18,61 (CH2-6); 16,84 (CH3-26); 15,85 (CH3-25); 11,57 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHsgsN3Oa]*: m/z = 644,4427, encontrado: m/z
=644,4424.

CHN: calculado: C, 74,61; H, 8,92; N, 6,52; encontrado: C, 74,48; H, 9,07; N, 6,39.
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5.2.4. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2-bromobenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-metila (6b)

30, 29 5y 38
39
—N 35
N= \N 40
28 0\}]\/ 34
31 33

%
24 / I 23

OH

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 94,8-96,3 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3408, 3154, 3068, 1722, 1160, 1046, 1030, 1008, 750, 732.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) 6: 7,60 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-37); 7,57 (s, 1H, H-33); 7,23 (m,
3H, H-38, H-39 e H-40); 5,62 (t, 2H, J = 16,3 Hz H-34); 5,22 (s, 1H, H-12); 5,14 (s, 2H, H-31);
3,70 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 8,0 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23y);
2,79 (ddl, 1H, J = 11,2 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 9H, 3xCHs); 0,52
(s, 3H, CH3).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,77 (0=C-28); 143,68 (=C-13); 143,62 (=C-32); 134,00
(C-35); 133,39 (C-37); 130,63 (C-40); 130,58 (C-39); 128,30 (C-38); 124,68 (=CH-12); 123,69 (C-
36); 122,45 (=CH-33); 76,85 (HO-CH-3); 72,10 (HO-CH,-23); 57,58 (O-CH,-31); 53,95 (CH,-34);
49,86 (CH-9); 47,63 (C-17); 46,80 (CH-5); 45,93 (CH-19); 41,87 (C-4); 41,81 (C-14); 41,36 (CH-
18); 39,37 (C-8); 38,21 (CH,-1); 36,99 (C-10); 33,91 (CH,-21); 33,15 (CHs-29); 32,53 (CH2-7);
32,41 (CH,-22); 30,75 (C-20); 27,71 (CH,-15); 26,75 (CH3-27); 25,92 (CH-2); 23,70 (CH3-30);
23,46 (CH,-11); 23,04 (CH,-16); 18,60 (CH2-6); 16,86 (CH3-26); 15,83 (CH3-25); 11,58 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7BrN3O4]*: m/z = 722,3532, encontrado: m/z
=722,3520.

CHN: calculado: C, 66,47; H, 7,81; N, 5,81; encontrado: C, 66,30; H, 7,98; N, 5,62.
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5.2.5. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(3-bromobenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-metila (6¢)

30,,, 29 . 38
39
’N 35
N="\ 40
3 N
28 0 NS 34
31 33

",
24 ,I 23

OH

Aspecto fisico: solido branco; Tr 125,4-125,6 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3414, 3148,3094, 1718, 1160, 1048, 1008, 772, 734.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,51 (s, 1H, H-33); 7,47 (d, 1H, J = 7,7 Hz, H-38); 7,39 (s,
1H, H-36); 7,24 (d, 1H, J = 7,7 Hz, H-40); 7,18 (t, 1H, J = 7,5 Hz, H-39); 5,45 (t, 2H, J = 17,7 Hz,
H-34); 5,21 (sl, 1H, H-12); 5,14 (s, 2H, H-31); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, /= 8,0
Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23); 2,79 (ddl, 1H, J = 11,0 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CH3); 0,89
(s, 3H, CHs); 0,87 (s, 9H, 3xCHs); 0,50 (s, 3H, CH3).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) 6: 177,85 (O=C-28); 143,89 (=C-13); 143,66 (=C-32); 136,69
(C-35); 131,13 (C-38); 131,12 (C-36); 130,79 (C-39); 126,66 (C-40); 124,11 (=CH-12); 123,25 (C-
37); 122,45 (=CH-33); 76,89 (HO-CH-3); 72,15 (HO-CH,-23); 57,56 (0-CH,-31); 53,47 (CH,-34);
49,87 (CH-9); 47,62 (C-17); 46,82 (CH-5); 45,94 (CH-19); 41,88 (C-4); 41,83 (C-14); 41,38 (CH-
18); 39,38 (C-8); 38,21 (CHz-1); 36,99 (C-10); 33,91 (CH,-21); 33,16 (CH3-29); 32,55 (CHy-7);
32,41 (CH2-22); 30,75 (C-20); 27,71 (CH,-15); 26,73 (CH3-27); 25,92 (CH,-2); 23,71 (CH3-30);
23,44 (CH,-11); 23,07 (CH,-16); 18,60 (CH,-6); 16,84 (CH3-26); 15,84 (CH3-25); 11,59 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7BrN30O4]*: m/z=722,3532, encontrado: m/z
=722,3522.

CHN: calculado: C, 66,47; H, 7,81; N, 5,81; encontrado: C, 66,32; H, 8,02; N, 5,61.
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5.2.6. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(4-bromobenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-metila (6d)

N 35
N= \N 36
I 34
31 33

Aspecto fisico: sélido branco; T: 111,6-112,3 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3420, 3150, 3056, 1722, 1160, 1048, 1012, 732.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,48 (m, 3H, H-33, H-37, H-37’), 7,12 (d, 2H, J = 8,1 Hz,
H-36 e H-36"), 5,43 (t, 2H, J =13,4 Hz, H-34), 5,21 (sl, 1H, H-12), 5,13 (s, 2H, H-31), 3,70 (d, 1H,
J=10,2 Hz, H-23,), 3,61 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3), 3,40 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23), 2,79 (dd|, 1H, J
=13,0 e 2,3 Hz, H-18), 1,08 (s, 3H, CH3), 0,87 (s, 12H, 4xCH3), 0,49 (s, 3H, CH3).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) 6: 177,84 (0=C-28), 143,91 (=C-13), 143,68 (=C-32), 133,53
(C-35), 132,43 (C-37), 132,43 (C-37’), 129,77 (C-36), 129,77 (C-36’), 123,96 (=CH-12), 123,16
(C-38),122,43 (=CH-33), 76,87 (HO-CH-3), 72,12 (HO-CH,-23), 57,57 (O-CH,-31), 53,56 (CH,-
34), 49,86 (CH-9), 47,61 (C-17), 46,82 (CH-5), 45,93 (CH-19), 41,88 (C-4), 41,82 (C-14), 41,36
(CH-18), 39,37 (C-8), 38,20 (CH,-1), 36,98 (C-10), 33,90 (CH»-21), 33,15 (CH3-29), 32,54 (CH,-
7), 32,41 (CH,-22), 30,75 (C-20), 27,70 (CH2-15), 26,78 (CH3-27), 25,92 (CH2-2), 23,69 (CHs-30),
23,42 (CH,-11), 23,07 (CH,-16), 18,57 (CH2-6), 16,85 (CH3-26), 15,81 (CH3-25), 11,59 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7BrN3O4]*: m/z = 722,3532, encontrado: m/z
= 722,3526.

CHN: calculado: C, 66,47; H, 7,81; N, 5,81; encontrado: C, 66,29; H, 7,92; N, 5,69.
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5.2.7. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2,6-diclorobenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-metila (6e)

a7

30,, 29 8

,, 36

Cl 39

N=N s 40

3 N
28 O NS 34 Cli
31 33

%,
24 / I 23

OH

Aspecto fisico: solido branco; Tr 113-114,6 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3420, 3154, 3086, 1718, 1160, 1046, 764, 732.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,49 (s, 1H, H-33), 7,38 (d, 2H, J = 7,5 Hz, H-37 e H-39);
7,30 (dI, 1H, J = 8,3 Hz, H-38); 5,81 (s, 2H, H-31); 5,20 (sl, 1H, H-12); 5,14 (d, 1H, J = 12,8 Hz, H-
34,); 5,08 (d, 1H, J = 12,6 Hz, H-34y); 3,69 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23,); 3,61 (tI, 1H, J = 7,9 Hz, H-
3); 3,38 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23y); 2,78 (ddl, 1H, J = 11,0 Hz, H-18); 1,07 (s, 3H, CHs); 0,89 (s,
3H, CHs); 0,86 (s, 9H, 3xCHs); 0,48 (s, 3H, CHa).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,77 (0=C-28); 143,71 (=C-13); 143,20 (=C-32); 136,91
(C-35); 131,26 (C-36); 129,96 (C-40); 129,02 (C-37); 129,02 (C-39); 129,02 (C-38); 123,77 (=CH-
12); 122,41 (=CH-33); 76,83 (HO-CH-3); 72,08 (HO-CH,-23); 57,53 (O-CH,-31); 49,86 (CH-9);
49,16 (CH,-34); 47,62 (C-17); 46,78 (CH-5); 45,92 (CH-19); 41,84 (C-4); 41,79 (C-14); 41,34 (CH-
18); 39,34 (C-8); 38,21 (CH,-1); 36,98 (C-10); 33,90 (CH,-21); 33,14 (CHs-29); 32,51 (CH2-7);
32,40 (CH,-22); 30,74 (C-20); 27,68 (CH,-15); 26,70 (CHs-27); 25,92 (CH-2); 23,66 (CH3-30);
23,45 (CH,-11); 22,99 (CH,-16); 18,58 (CH2-6); 16,73 (CH3-26); 15,82 (CH3-25); 11,59 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHssCl2N30s]*: m/z = 712,3648, encontrado:
m/z =712,3632.

CHN: calculado para: C, 65,92; H, 7,61; N, 5,77; encontrado: C, 65,77; H, 7,81; N, 5,54.
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5.2.8. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(4-clorobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-metila (6f)

Aspecto fisico: sélido branco; T:169,3-170,2 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3412, 3150, 3100, 1722, 1160, 1048, 1016.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,48 (s, 1H, H-33); 7,33 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H-37 e H-37");
7,19 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H-36 e H-36'); 5,45 (t, 2H, J = 16,6 Hz, H-34); 5,21 (sl, 1H, H-12); 5,13 (s,
2H, H-31); 3,71 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23.); 3,61 (tl, 1H, J = 8,2 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,1 Hz,
H-23u); 2,78 (ddl, 1H, J = 13,0 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 12H, 4xCHs); 0,49 (s, 3H,
CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,86 (0=C-28); 143,92 (=C-13); 143,70 (=C-32); 135,06
(C-35); 133,04 (C-38); 129,52 (C-36, C-36'); 129,49 (C-37, C-37"); 129,49 (C-37’); 123,98 (=CH-
12); 122,44 (=CH-33); 76,91 (HO-CH-3); 72,18 (HO-CH2-23); 57,60 (O-CH,-31); 53,53 (CH2-34);
49,87 (CH-9); 47,63 (C-17); 46,83 (CH-5); 45,95 (CH-19); 41,91 (C-4); 41,84 (C-14); 41,38 (CH-
18); 39,38 (C-8); 38,21 (CHz-1); 36,99 (C-10); 33,92 (CH,-21); 33,16 (CHs-29); 32,56 (CH-7);
32,43 (CH2-22); 30,77 (C-20); 27,72 (CH,-15); 26,84 (CH3-27); 25,93 (CH,-2); 23,69 (CH3-30);
23,44 (CH,-11); 23,08 (CH,-16); 18,58 (CH,-6); 16,85 (CH3-26); 15,81 (CH3-25); 11,52 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs6CIN3O4]*: m/z = 678,4038, encontrado: m/z
=678,4029.

CHN: calculado: C, 70,82; H, 8,32; N, 6,19; encontrado: C, 70,59; H, 8,42; N, 6,07.
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5.2.9. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(3-clorobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-metila (6g)

Cl
37
30,,' 29 o 38
39

’N 35

N=" 40
3 N
28 0 NS 34

",
24 ,I 23

OH

Aspecto fisico: solido branco; Tr 111,9-113,3 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3412, 3148, 3083, 1722, 1160, 1048, 1008, 772, 734.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,51 (s, 1H, H-33); 7,27 (m, 3H, H-36, H-38, H-39); 7,12
(d, 1H, J = 6,6 Hz, H-40); 5,45 (t, 2H, J = 16,2 Hz, H-34); 5,21 (sl, 1H, H-12); 5,13 (s, 2H, H-31);
3,70 (d, 1H, J = 10,5 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 7,6 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y);
2,79 (ddl, 1H, J = 13,7 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 9H, 3xCHs); 0,50
(s, 3H, CH3).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,84 (0=C-28); 143,92 (=C-13); 143,65 (=C-32); 136,44
(C-35); 135,17 (C-37); 130,52 (C-39); 129,18 (C-36); 128,20 (C-38); 126,18 (C-40); 124,12 (=CH-
12); 122,44 (=CH-33); 76,85 (HO-CH-3); 72,09 (HO-CH2-23); 57,54 (O-CH,-31); 53,85 (CH2-34);
49,85 (CH-9); 47,60 (C-17); 46,81 (CH-5); 45,92 (CH-19); 41,86 (C-4); 41,82 (C-14); 41,36 (CH-
18); 39,37 (C-8); 38,20 (CHz-1); 36,98 (C-10); 33,89 (CH,-21); 33,14 (CHs-29); 32,54 (CH-7);
32,40 (CH2-22); 30,74 (C-20); 27,69 (CH,-15); 26,74 (CH3-27); 25,91 (CH,-2); 23,69 (CHs-30);
23,42 (CH,-11); 23,05 (CH,-16); 18,58 (CH,-6); 16,82 (CH3-26); 15,82 (CH3-25); 11,58 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs6CIN3O4]*: m/z = 678,4038, encontrado: m/z
= 678,4033.

CHN: calculado: C, 70,82; H, 8,32; N, 6,19; encontrado: C, 70,64; H, 8,47; N, 6,03.
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5.2.10. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2-clorobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-metila (6h)

30, 29 - 38
39
—N 35
N= \N 40
28 0\}]\/ 34
31 33

%
24 / I 23

OH

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 108,6-110,2 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3410, 3156, 3072, 1724, 1160, 1048, 1008, 752.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,56 (s, 1H, H-33); 7,42 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-37); 7,25 (m,
3H, H-38, H-39 e H-40); 5,62 (t, 2H, J = 16,0 Hz H-34); 5,22 (s, 1H, H-12); 5,14 (s, 2H, H-31);
3,71 (d, 1H, J = 10,1 Hz, H-23,); 3,62 (tl, 1H, J = 8,1 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23y);
2,80 (ddl, 1H, J = 10,3 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, H, CHs); 0,87 (s, 9H, 3xCH3); 0,53 (s,
3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,79 (0=C-28); 143,70 (=C-13); 143,64 (=C-32); 133,71
(C-35); 132,33 (C-36); 130,59 (C-40); 130,48 (C-37); 130,11 (C-38); 127,72 (C-39); 124,27 (=CH-
12); 122,46 (=CH-33); 76,92 (HO-CH-3); 72,19 (HO-CH2-23); 57,61 (O-CH,-31); 51,56 (CH2-34);
49,88 (CH-9); 47,65 (C-17); 46,82 (CH-5); 45,96 (CH-19); 41,91 (C-4); 41,83 (C-14); 41,38 (CH-
18); 39,39 (C-8); 38,22 (CHz-1); 37,01 (C-10); 33,93 (CH,-21); 33,17 (CHs-29); 32,55 (CHy-7);
32,42 (CH2-22); 30,77 (C-20); 27,73 (CH,-15); 26,83 (CH3-27); 25,94 (CH,-2); 23,71 (CHs-30);
23,47 (CH,-11); 23,06 (CH,-16); 18,61 (CH,-6); 16,86 (CH3-26); 15,83 (CH3-25); 11,56 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs6CIN3O4]*: m/z = 678,4038, encontrado: m/z
=678,4026.

CHN: calculado: C, 70,82; H, 8,32; N, 6,19; encontrado: C, 70,69; H, 8,58; N, 6,09.
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5.2.11. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2,4 difluorobenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-metila (6i)

Aspecto fisico: sélido branco; T:104,5-106,2 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3420, 3154, 3084, 1724, 1508, 1160, 1048, 972, 732.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,56 (s, 1H, H-33); 7,28 (m, 1H, H-40); 6,87 (m, 2H, H-37,
H-39); 5,49 (t, 2H, J =15,1 Hz, H-34); 5,22 (sl, 1H, H-12); 5,12 (s, 2H, H-31); 3,69 (d, 1H, J = 10,2
Hz, H-23.); 3,61 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23p); 2,79 (ddl, 1H, J = 13,1
Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CHs); 0,89 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 9H, 3xCHs); 0,48 (s, 3H, CH3).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,82 (0=C-28); 163,47 (dd, J = 250,3, 11,9 Hz, C-38);
160,85 (dd, J = 248,9, 11,7 Hz, C-36); 143,81 (=C-13); 143,66 (=C-32); 131,83 (dd, J= 9,8 ¢ 4,7
Hz, C-40); 124,08 (=CH-12); 122,46 (=CH-33); 117,92 (dd, J = 15,0, 4,0 Hz, C-35); 112,31 (dd, J
=21,2, 3,6 Hz, C-39); 104,54 (t, J = 25,2 Hz, C-37); 76,81 (HO-CH-3); 72,04 (HO-CH»-23); 57,51
(O-CH,-31); 49,84 (CH-9); 47,61 (C-17); 47,23 (d, J = 3,6 Hz, CH,-34); 46,81 (CH-5); 45,93 (CH-
19); 41,86 (C-4); 41,81 (C-14); 41,36 (CH-18); 39,35 (C-8); 38,21 (CH,-1); 36,97 (C-10); 33,91
(CH2-21); 33,14 (CH3-29); 32,54 (CHa-7); 32,41 (CH»-22); 30,74 (C-20); 27,69 (CH,-15); 26,72
(CH3-27); 25,92 (CH,-2); 23,67 (CH3-30); 23,43 (CH,-11); 23,05 (CH,-16); 18,55 (CH2-6); 16,75
(CH3-26); 15,78 (CH3-25); 11,57 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHssF2N304]*: m/z = 680,4239, encontrado: m/z
=680,4233.

CHN: calculado: C, 76,03; H, 8,77; N, 6,65; encontrado: C, 75,85; H, 8,91; N, 6,47.
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5.2.12. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2-fluorobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-metila (6j)

30,, 29 s 38
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Aspecto fisico: sélido branco; Tr 142,3-143,6 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3412, 3150, 3098, 1732, 1234, 1158, 758.

RMN de *H (CDCl3/ppm; 300 MHz) &: 7,56 (s, 1H, H-33); 7,35 (m, 1H, H-40); 7,26 (m, 1H, H-
38); 7,11 (m, 2H, H-37 e H-39); 5,54 (t, 2H, J = 15,5 Hz, H-34); 5,22 (sl, 1H, H-12); 5,13 (s, 2H,
H-31); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-
23p); 2,79 (ddl, 1H, J = 12,6 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CH3); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 9H, 3xCHs);
0,50 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,79 (0=C-28); 160,67 (d, J = 246,6 Hz, C-36); 143,70
(=C-13); 143,67 (=C-32); 131,14 (d, J = 32,6 Hz, C-40); 130,74 (d, J = 3,8 Hz, C-38); 124,69 (d, J
= 3,6 Hz, C-35); 124,12 (=CH-12); 122,46 (=CH-33); 121,76 (d, J = 14,5 Hz, C-39); 115,98 (d, J =
20,9 Hz, C-37); 76,86 (HO-CH-3); 72,10 (HO-CH,-23); 57,51 (O-CH,-31); 49,86 (CH-9); 47,63 (C-
17); 47,23 (d, J = 3,6 Hz, CH,-34); 46,80 (CH-5); 45,93 (CH-19); 41,87 (C-4); 41,87 (C-14); 41,36
(CH-18); 39,36 (C-8); 38,22 (CH2-1); 36,98 (C-10); 33,91 (CH,-21); 33,15 (CH3-29); 32,53 (CH,-
7); 32,39 (CH,-22); 30,75 (C-20); 27,69 (CH2-15); 26,75 (CH3-27); 25,92 (CH2-2); 23,60 (CHs-30);
23,43 (CH,-11); 23,05 (CH,-16); 18,58 (CH,-6); 16,77 (CH3-26); 15,80 (CH3-25); 11,58 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs6FN304]*: m/z = 662,4333, encontrado: m/z
=662,4325.

CHN: calculado: C, 72,58; H, 8,53; N, 6,35; encontrado: C, 70,46; H, 8,60; N, 6,03.
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5.2.13. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2,6-difluorobenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)-metila (6k)

a7
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Aspecto fisico: sélido branco; Tr 108,6-110,1 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3418, 3150, 3074, 1724, 1628, 1160, 1036, 802, 734.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,57 (s, 1H, H-33); 7,36 (m, 1H, H-38); 6,96 (tl, 2H, J =
7,7 Hz, H-37, H-39); 5,58 (t, 2H, J = 15,6 Hz, H-34); 5,22 (sl, 1H, H-12); 5,12 (s, 2H, H-31); 3,70
(d, 1H, J = 10,1 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 7,8 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23y); 2,80
(ddl, 1H, J = 12,7 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CH3); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 9H, 3xCH3); 0,49 (s, 3H,
CHs).

RMN de 23C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,80 (O=C-28 éster); 161,48 (dd, J = 249,2 e 6,8 Hz, C-
36 e C-40); 143,69 (=C-13); 143,56 (=C-32); 131,64 (t, J = 10,1 Hz, C-38); 124,01 (=CH-12);
122,46 (=CH-33); 111,96 (m, C-37, C-39); 110,67 (t, J = 18,5 Hz, C-35); 76,91 (HO-CH-3); 72,17
(HO-CH2-23); 57,52 (O-CH2-31); 49,89 (CH-9); 47,64 (C-17); 46,80 (CH-5); 45,96 (CH-19); 41,87
(C-4); 41,81 (C-14); 41,49 (t, J = 4 Hz, CH,-34); 41,37 (CH-18); 39,36 (C-8); 38,22 (CH,-1); 36,99
(C-10); 33,92 (CH2-21); 33,16 (CH3-29); 32,54 (CH2-7); 32,41 (CH,-22); 30,76 (C-20); 27,69 (CH,-
15); 26,77 (CH3-27); 25,93 (CH2-2); 23,69 (CH3-30); 23,44 (CH2-11); 23,05 (CH,-16); 18,58 (CH,-
6); 16,67 (CH3-26); 15,79 (CH3-25); 11,57 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHss5F2N30a4]*: m/z = 680,4239 encontrado: m/z
=680,4232.

CHN: calculado: C, 76,03; H, 8,77; N, 6,65; encontrado: C, 75,87; H, 8,91; N, 6,50.
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5.2.14. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(4-fluorobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-metila (6l)

Aspecto fisico: sélido branco; T: 111,3-112,6 °C

IV (filme KBr, ODmax/cm™): 3420, 3152, 3080, 1722, 1512, 1228, 1160, 1048, 732.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,47 (s, 1H, H-33); 7,25 (m, 2H, H-36, H-36’); 7,04 (m,
2H, H-37, H-37’); 5,48 (d, 1H, J = 15,0 Hz, H-34.); 5,42 (d, 1H, J = 15,0 Hz, H-34y); 5,21 (t, 1H, J
=2,9 Hz, H-12); 5,12 (s, 2H, H-31); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 8,4 Hz, H-3);
3,39 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23y); 2,78 (dd, 1H, J = 13,8 e 3,8 Hz, H-18); 1,07 (s, 3H, CHs); 0,89 (s,
3H, CHs); 0,87 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 6H, 2xCH3); 0,48 (s, 3H, CH3).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,85 (0=C-28); 162,99 (d, J = 246,8 Hz, C-38); 144,26
(=C-13); 143,65 (=C-32); 130,38 (d, J = 3,0 Hz, C-35); 130,11 (d, J = 8,1 Hz, C-36, C-36'); 124,42
(=CH-12); 122,47 (=CH-33); 116,28 (d, J = 21,7 Hz, C-37, C-37"); 76,85 (HO-CH-3); 72,12 (HO-
CH,-23); 57,50 (O-CH2-31); 53,20 (CH,-34); 49,85 (CH-9); 47,61 (C-17); 46,81 (CH-5); 45,93 (CH-
19); 41,88 (C-4); 41,82 (C-14); 41,36 (CH-18); 39,36 (C-8); 38,20 (CH,-1); 36,98 (C-10); 33,91
(CH2-21); 33,14 (CH3-29); 32,54 (CH2-7); 32,41 (CH,-22); 30,70 (C-20); 27,70 (CH,-15); 26,77
(CH3-27); 25,91 (CH,-2); 23,67 (CH3-30); 23,43 (CH,-11); 23,06 (CH,-16); 18,56 (CH2-6); 16,81
(CH3-26); 15,81 (CH3-25); 11,55 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs6FN304]*: m/z = 662,4333, encontrado: m/z
=662,4327.

CHN: calculado: C, 72,58; H, 8,53; N, 6,35; encontrado: C, 72,40; H, 8,68; N, 6,09.
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5.2.15. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(4-nitrobenzil)-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-metila (6m)

Aspecto fisico: solido branco; Tr 183,6-184,8 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3152, 3086, 1720, 1526, 1162, 1054, 1038 802.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 8,22 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-37, H-37'); 7,58 (s, 1H, H-33);
7,39 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-36, H-36"); 5,61 (t, 2H, J = 16,6 Hz, H-34); 5,23 (sl, 1H, H-12); 5,16 (s,
2H, H-31); 3,70 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.); 3,61 (tl, 1H, J = 8,1 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,2 Hz,
H-23u); 2,79 (ddl, 1H, J = 13,4 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 12H, 4xCHs); 0,50 (s, 3H,
CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,92 (0=C-28); 148,23 (C-38); 144,26 (=C-13); 143,65
(=C-32); 141,59 (C-35); 128,72 (C-36 e C-36’); 124,44 (C-37); 124,42 (C-37"); 124,42 (=CH-12);
122,47 (=CH-33); 76,85 (HO-CH-3); 72,12 (HO-CH,-23); 57,50 (O-CH,-31); 53,20 (CH,-34); 49,81
(CH-9); 47,61 (C-17); 46,86 (CH-5); 45,93 (CH-19); 41,89 (C-4); 41,85 (C-14); 41,39 (CH-18);
39,39 (C-8); 38,20 (CH,-1); 36,98 (C-10); 33,92 (CH»-21); 33,16 (CH3-29); 32,57 (CH2-7); 32,46
(CH2-22); 30,76 (C-20); 27,72 (CH,-15); 26,81 (CH3-27); 25,91 (CH,-2); 23,67 (CH3-30); 23,45
(CH2-11); 23,10 (CH,-16); 18,56 (CH2-6); 16,88 (CH3-26); 15,82 (CH3-25); 11,53 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHseN4Og]*: m/z = 689,4278, encontrado: m/z
=689,4269.

CHN: calculado: C, 69,74; H, 8,19; N, 8,13; encontrado: C, 69,51; H, 8,35; N, 8,00.
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5.2.16. Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(3-nitrobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-metila (6n)

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 152,7-153,9 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3156, 3092, 1718, 1534, 1174, 1158, 1048, 728.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 8,21 (m, 1H, H-38); 8,13 (sl, 1H, H-36); 7,59 (s, 1H, H-
33); 7,56 (m, 2H, H-39, H-40); 5,63 (d, 1H, J = 15,3 Hz, H-344); 5,57 (d, 1H, J = 15,3 Hz, H-34);
5,22 (t, 1H, J = 3,0 Hz, H-12); 5,15 (s, 2H, H-31); 3,69 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.); 3,60 (tI, 1H, J =
8,6 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y); 2,79 (dd, 1H, J = 13,6 e 3,7 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H,
CHs); 0,88 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 9H, 3xCHs); 0,50 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,89 (0=C-28); 148,67 (C-37); 144,19 (=C-13); 142,63
(=C-32); 136,66 (C-35); 133,96 (C-40); 130,42 (C-39); 124,31 (=CH-12); 123,94 (C-36); 122,95
(C-38); 122,46 (=CH-33); 76,86 (HO-CH-3); 72,10 (HO-CH,-23); 57,49 (O-CH2-31); 53,20 (CH,-
34); 49,83 (CH-9); 47,59 (C-17); 46,83 (CH-5); 45,91 (CH-19); 41,87 (C-4); 41,82 (C-14); 41,38
(CH-18); 39,37 (C-8); 38,19 (CHz-1); 36,97 (C-10); 33,89 (CH,-21); 33,13 (CH3-29); 32,55 (CH,-
7); 32,42 (CH,-22); 30,74 (C-20); 27,70 (CH2-15); 26,77 (CH3-27); 25,91 (CH2-2); 23,66 (CH3-30);
23,42 (CH,-11); 23,07 (CH,-16); 18,56 (CH,-6); 16,85 (CH3-26); 15,80 (CH3-25); 11,56 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]"* calculado para [CaoHs6N4Og]*: m/z =689,4278, encontrado: m/z =
689,4269.

CHN: calculado: C, 69,74; H, 8,19; N, 8,13; encontrado: C, 69,54; H, 8,33; N, 8,04.
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5.2.17.Dados referente ao (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2-nitrobenzil)-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-metila (60)

30, 29 38
s, O,N 3
2 39
N=N e 40
N
28 0\}]\/ 34
31 33

%
24 / I 23

OH

Aspecto fisico: solido branco; T¢123,8-125,3 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3046, 3158, 3060, 1722, 1530, 1160, 1048, 1004, 728.

RMN de *H (CDCl3/ppm; 300 MHz) é: 8,14 (dd, 1H, J = 7,9, 1,3 Hz, H-37); 7,71 (s, 1H, H-33);
7,60 (td, 2H, J = 7,4 e 1,3 Hz, H-38); 7,53 (td, 2H, J = 7,4, 1,3 Hz, H-39); 7,07 (dd, 1H, /= 7,6, 1,3
Hz, H-40); 5,90 (s, 2H, H-34); 5,24 (t, 1H, J = 3,1 Hz, H-12); 5,17 (s, 2H, H-31); 3,70 (d, 1H, J =
10,3 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 8,2 Hz, H-3); 3,40 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23p); 2,81 (dd, 1H, J =
13,8 e 3,8 Hz, H-18); 1,09 (s, 3H, CHs); 0,90 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 9H, 3xCH3); 0,55 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 177,77 (0=C-28); 147,59 (C-36); 143,90 (=C-13); 143,64
(=C-32); 134,43 (C-35); 130,53 (C-39); 130,51 (C-40); 129,88 (C-38); 125,55 (C-37); 125,04
(=CH-12); 122,52 (=CH-33); 76,89 (HO-CH-3); 72,13 (HO-CH,-23); 57,55 (O-CH2-31); 50,94 (CH,-
34); 49,86 (CH-9); 47,64 (C-17); 46,84 (CH-5); 45,92 (CH-19); 41,89 (C-4); 41,83 (C-14); 41,39
(CH-18); 39,40 (C-8); 38,21 (CH2-1); 37,00 (C-10); 33,92 (CH,-21); 33,16 (CH3-29); 32,55 (CH,-
7); 32,44 (CH,-22); 30,77 (C-20); 27,73 (CH2-15); 26,80 (CH3-27); 25,94 (CH2-2); 23,71 (CHs-30);
23,45 (CH,-11); 23,07 (CH,-16); 18,59 (CH,-6); 16,92 (CH3-26); 15,81 (CH3-25); 11,56 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHseN4Og]*: m/z = 689,4278, encontrado: m/z
=689,4270.

CHN: calculado: C, 69,74; H, 8,19; N, 8,13; encontrado: C, 69,63; H, 8,40; N, 8,02.
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5.2.18.Dados referente ao (benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-
en-28-amida (7a)
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Aspecto fisico: solido branco; Tf124,8-126,3 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3402, 3150, 3066,1722, 1636, 1520, 1048, 724.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,46 (s, 1H, H-33); 7,33 (m, 3H); 7,26 (m, 2H); 6,61 (t,
1H, J = 4,7 Hz, N-H); 5,49 (d, 1H, J = 14,8 Hz, H-34.); 5,42 (d, 1H, J = 14,8 Hz, H-34s); 5,35 (sl,
1H, H-12); 4,45 (dd, 1H, J = 5,3, 15,0 Hz, H-31,); 4,31 (dd, 1H, J = 5,1, 14,9 Hz, H-31}); 3,68 (d,
1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 3,38 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23}); 2,51 (ddl,
1H,/=11,1 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 6H, 2xCH3); 0,86 (s, 6H, 2xCH3); 0,44 (s, H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,56 (0=C-28); 145,17 (=C-13); 144,28 (=C-32); 134,60
(C-35); 129,19 (C-37); 129,19 (C-37’); 128,89 (C-38); 128,19 (C-36'); 128,19 (C-36); 123,27
(=CH-12); 122,55 (=CH-33); 76,63 (HO-CH-3); 71,84 (HO-CH,-23); 54,28 (CH2-34); 49,68 (CH-9);
47,59 (C-17); 46,72 (CH-5); 46,32 (CH-19); 42,08 (C-4); 42,06 (C-14); 41,89 (CH-18); 39,37 (C-
8); 38,26 (CH,-1); 36,91 (C-10); 35,14 (NH-CH,-31); 34,19 (CH,-21); 33,08 (CH3-29); 32,55 (CH,-
7); 32,20 (CH,-22); 30,80 (C-20); 27,30 (CH2-15); 26,69 (CH3-27); 25,85 (CH2-2); 23,92 (CHs-30);
23,68 (CHa-11); 23,52 (CH,-16); 18,52 (CH,-6); 16,61 (CH3-26); 15,87 (CH3-25); 11,62 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHsgsN4Os]*: m/z = 643,4587, encontrado: m/z
=643,4578.

CHN: calculado: C, 74,73; H, 9,09; N, 8,71; encontrado: C, 74,51; H, 9,23; N, 8,55.
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5.2.19.Dados referente ao (2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-
dihidroxiolean-12-en-28-amida (7b)
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Aspecto fisico: sélido branco; Tr 128,3-130,2 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3386, 3150, 3070,1720, 1636, 1522, 1046, 1030, 748, 732.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,58 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-37); 7,56 (sl, 1H, H-33); 7,22
(m, 3H, H-38, H-39, H-40); 6,62 (t, 1H, J = 6,3 Hz, N-H); 5,59 (s, 2H, H-34); 5,36 (sl, 1H, H-12);
4,47 (dd, 1H, J = 5,3, 14,8 Hz, H-31.); 4,32 (dd, 1H, J = 4,8 e 14,7 Hz, H-31); 3,68 (d, 1H,J=9,9
Hz, H-23.); 3,60 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 3,37 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23); 2,51 (ddI, 1H, J = 11,2
Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 6H, 2xCH3); 0,85 (s, 6H, 2xCHs); 0,46 (s, 3H, CH3).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,55 (0=C-28); 145,05 (=C-13); 144,29 (=C-32); 134,10
(C-35); 133,36 (C-37); 130,56 (C-40); 130,56 (C-39); 128,25 (C-38); 123,68 (C-36); 123,26 (=CH-
12); 122,97 (=CH-33); 76,60 (HO-CH-3); 71,80 (HO-CH,-23); 53,93 (CH,-34); 49,67 (CH-9); 47,58
(C-17); 46,71 (CH-5); 46,32 (CH-19); 42,06 (C-4); 42,06 (C-14); 41,88 (CH-18); 39,37 (C-8); 38,25
(CH2-1); 36,90 (C-10); 35,12 (NH-CH,-31); 34,20 (CH,-21); 33,08 (CH3-29); 32,56 (CH,-7); 32,20
(CH2-22); 30,79 (C-20); 27,32 (CH,-15); 26,66 (CH3-27); 25,85 (CH,-2); 23,91 (CH3-30); 23,68
(CH2-11); 23,53 (CH,-16); 18,53 (CH2-6); 16,62 (CH3-26); 15,87 (CH3-25); 11,63 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7BrN4Os]*: m/z = 721,3672, encontrado:
m/z =721,3679.

CHN: calculado: C, 66,56; H, 7,96; N, 7,76; encontrado: C, 66,39; H, 8,11; N, 7,59.
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5.2.20.Dados referente ao (3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-

dihidroxiolean-12-en-28-amida (7c)
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Aspecto fisico: sélido branco; T:123,6-125,2 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3394, 3148, 3064, 1730, 1636, 1519, 1240, 1048, 770, 734.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,51 (s, 1H, H-33); 7,46 (d, 1H, J = 7,3 Hz, H-38); 7,40 (s,
1H, H-36); 7,22 (m, 2H, H-39, H-40); 6,61 (t, 1H, J = 4,7 Hz, N-H); 5,47 (d, 1H, J = 15,0 Hz, H-
34.); 5,39 (d, 1H, J = 16,3 Hz, H-34y); 5,36 (sl, 1H, H-12); 4,46 (dd, 1H, J = 5,1 e 15,0 Hz, H-31,);
4,33 (dd, 1H, J = 5,1 e 15 Hz, H-31b); 3,69 (d, 1H, J = 10,1 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 8,0 Hz, H-
3); 3,39 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23y); 2,52 (ddl, 1H, J = 11,6 Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,86 (s,
12H, 4xCHs); 0,44 (s, 3H, CHs).

RMN de *3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,65 (0=C-28); 145,44 (=C-13); 144,31 (=C-32); 136,83
(C-35); 132,06 (C-38); 131,15 (C-36); 130,72 (C-39); 126,71 (C-40); 123,20 (C-37); 123,27 (=CH-
12); 122,72 (=CH-33); 76,73 (HO-CH-3); 71,93 (HO-CH,-23); 53,47 (CH,-34); 49,71 (CH-9); 47,59
(C-17); 46,73 (CH-5); 46,34 (CH-19); 42,12 (C-4); 42,08 (C-14); 41,90 (CH-18); 39,38 (C-8); 38,25
(CHz-1); 36,91 (C-10); 35,16 (NH-CH,-31); 34,20 (CH2-21); 33,09 (CH3-29); 32,57 (CH,-7); 32,24
(CH2-22); 30,81 (C-20); 27,32 (CH,-15); 26,74 (CH3-27); 25,86 (CH,-2); 23,96 (CH3-30); 23,69
(CH2-11); 23,53 (CH,-16); 18,56 (CH2-6); 16,63 (CH3-26); 15,87 (CH3-25); 11,61 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7BrN4Os]*: m/z=721,3672, encontrado: m/z
=721,3686.

CHN: calculado: C, 66,56; H, 7,96; N, 7,76; encontrado: C, 66,44; H, 8,14; N, 7,51.
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5.2.21.Dados referente ao (4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-
dihidroxiolean-12-en-28-amida (7d)

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 143,6-145,2 °C

IV (filme KBr, Dmax/cmL): 3414, 3150, 1636, 1048, 1012.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,50 (s, 1H, H-33); 7,47 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H-37, H-37’);
7,13 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-36 e H-36'); 6,60 (t, 1H, J = 5,1 Hz, N-H); 5,45 (d, 1H, J = 15 Hz, H-34,);
5,37 (d, 1H, J = 14,3 Hz, H-34y); 5,34 (sl, 1H, H-12); 4,44 (dd, 1H, J = 5,3, 15,0 Hz, H-31.); 4,32
(dd, 1H,J =5,2, 15 Hz, H-31); 3,69 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 7,0 Hz, H-3); 3,38
(d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23b); 2,50 (ddl, 1H, J = 11,0 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 12H,
4xCHs); 0,41 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,67 (0=C-NH-28); 145,39 (=C-13); 144,31 (=C-32);
133,69 (C-35); 132,36 (C-37); 132,36 (C-37’); 129,82 (C-36); 129,82 (C-36'); 123,26 (=CH-12);
123,08 (C-38); 122,68 (=CH-33); 76,68 (HO-CH-3); 71,90 (HO-CH»-23); 53,55 (CH2-34); 49,69
(CH-9); 47,57 (C-17); 46,73 (CH-5); 46,33 (CH-19); 42,09 (C-4); 42,06 (C-14); 41,90 (CH-18);
39,35 (C-8); 38,25 (CH,-1); 36,90 (C-10); 35,16 (NH-CH,-31); 34,19 (CH,-21); 33,07 (CH3-29);
32,56 (CH,-7); 32,21 (CH»-22); 30,80 (C-20); 27,29 (CHz-15); 26,72 (CH3-27); 25,84 (CHy-2);
23,95 (CH3-30); 23,66 (CH,-11); 23,52 (CH,-16); 18,49 (CH2-6); 16,62 (CH3-26); 15,86 (CH3-25);
11,63 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHssBrN4Os]*: m/z=721,3672, encontrado: m/z
=721,3689.

CHN: calculado: C, 66,56; H, 7,96; N, 7,76; encontrado: C, 66,31; H, 8,10; N, 7,61.
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5.2.22.Dados referente ao (2,6-diclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-

dihidroxiolean-12-en-28-amida (7e)
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Aspecto fisico: sélido branco; T:144,8-146,3 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3150, 3078, 1636, 1520, 1048, 764, 732.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,47 (s, 1H, H-33); 7,37 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H-37, H-40);
7,29 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-38); 6,59 (t, 1H, J = 4,9 Hz, N-H); 5,79 (t, 2H, J = 15,6 Hz, H-34); 5,34
(sl, 1H, H-12); 4,45 (dd, 1H, J = 5,3, 15,0 Hz, H-31,); 4,31 (dd, 1H, J = 5,0, 15,0 Hz, H-31y); 3,67
(d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,60 (tl, 1H, J = 7,9 Hz, H-3); 3,37 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23}); 2,51
(ddl, 1H, J = 11,5 Hz, H-18); 1,09 (s, 3H, CH3); 0,86 (s, 6H, 2xCH3s); 0,85 (s, 6H, 2xCHs); 0,42 (s,
3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,43 (0=C-28); 144,65 (=C-13); 144,23 (=C-32); 136,88
(C-35); 131,20 (C-36); 130,04 (C-40); 128,99 (C-37); 128,99 (C-39); 128,99 (C-38); 123,24 (=CH-
12); 122,23 (=CH-33); 76,61 (HO-CH-3); 71,81 (HO-CH,-23); 49,10 (CH,-34); 49,68 (CH-9); 47,58
(C-17); 46,70 (CH-5); 46,30 (CH-19); 42,02 (C-4); 42,02 (C-14); 41,87 (CH-18); 39,35 (C-8); 38,25
(CH2-1); 36,89 (C-10); 35,02 (NH-CH,-31); 34,20 (CH,-21); 33,08 (CHs-29); 32,57 (CH2-7); 32,21
(CH2-22); 30,79 (C-20); 27,29 (CH,-15); 26,66 (CH3-27); 25,85 (CH2-2); 23,88 (CHs-30); 23,66
(CH2-11); 23,51 (CH,-16); 18,52 (CH2-6); 16,52 (CH3-26); 15,85 (CH3-25); 11,63 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHssCl2N4O3]*: m/z = 711,3808, encontrado:
m/z =711,3799.

CHN: calculado: C, 67,59; H, 7,80; N, 7,88; encontrado: C, 67,41; H, 7,99; N, 7,67.
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5.2.23.Dados referente ao (4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-
dihidroxiolean-12-en-28-amida (7f)

Aspecto fisico: sélido branco; T 139,3-141 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3402, 3152, 3068, 1718, 1636, 1520, 1048, 1016, 732.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,50 (s, 1H, H-33); 7,31 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H-37, H-37’);
7,19 (d, 2H, J = 8,2 Hz, H-36, H-36'); 6,60 (t, 1H, J = 4,4 Hz, N-H); 5,47 (d, 1H, J = 14,9 Hz, H-34,);
5,38 (d, 1H, J = 17,9 Hz, H-34y); 5,35 (sl, 1H, H-12); 4,44 (dd, 1H, J = 5,3, 15,0 Hz, H-31.); 4,32
(dd, 1H, J = 5,1, 14,8 Hz, H-31y); 3,68 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23.); 3,60 (tl, 1H, J = 8,0 Hz, H-3);
3,38 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23b); 2,50 (ddl, 1H, J = 11,8 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,85 (s, 12H,
4xCHs); 0,41 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,68 (0=C-28); 145,38 (=C-13); 144,29 (=C-32); 134,95
(C-35); 133,17 (C-38); 129,54 (C-36); 129,54 (C-36’); 129,39 (C-37); 129,39 (C-37’); 123,25
(=CH-12); 122,67 (=CH-33); 76,64 (HO-CH-3); 71,85 (HO-CH2-23); 53,50 (CH2-34); 49,68 (CH-9);
47,56 (C-17); 46,72 (CH-5); 46,33 (CH-19); 42,08 (C-4); 42,06 (C-14); 41,88 (CH-18); 39,35 (C-
8); 38,24 (CH,-1); 36,89 (C-10); 35,15 (NH-CH,-31); 34,19 (CH,-21); 33,07 (CH3-29); 32,56 (CH,-
7); 32,20 (CH,-22); 30,80 (C-20); 27,28 (CH2-15); 26,69 (CH3-27); 25,84 (CH2-2); 23,93 (CHs-30);
23,65 (CHa-11); 23,51 (CH,-16); 18,47 (CH,-6); 16,61 (CH3-26); 15,84 (CH3-25); 11,61 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7CIN4Os]*: m/z = 677,4197, encontrado: m/z
=677,4191.

CHN: calculado: C, 70,93; H, 8,48; N, 8,27; encontrado: C, 70,19; H, 8,57; N, 8,03.
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5.2.24.Dados referente ao (3-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-

dihidroxiolean-12-en-28-amida (7g)
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Aspecto fisico: sélido branco; T:143,4-144,8 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3150, 3086, 1636, 1520, 1048, 772, 732.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,52 (s, 1H, H-33); 7,26 (m, 3H, H-36, H-38, H-39); 7,13
(d, 1H, J = 6,7 Hz H-40); 6,63 (t, 1H, J = 5,6 Hz, N-H); 5,47 (d, 1H, J = 14,8 Hz, H-34.); 5,39 (d,
1H, J = 15,5 Hz, H-34y); 5,36 (sl, 1H, H-12); 4,45 (dd, 1H, J = 5,2, 15,3 Hz, H-31.); 4,32 (dd, 1H, J
=5,0, 14,7 Hz, H-31,); 3,68 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.); 3,61 (tl, 1H, J = 7,5 Hz, H-3); 3,38 (d, 1H,
J=10,0 Hz, H-23p); 2,51 (ddI, 1H, J = 13,2 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,85 (s, 12H, 4xCHs); 0,44
(s, 3H, CH3).

RMN de *3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,67 (0=C-28); 145,41 (=C-13); 144,28 (=C-32); 136,57
(C-35); 135,11 (C-37); 130,46 (C-39); 129,11 (C-36); 128,23 (C-38); 126,22 (C-40); 123,27 (=CH-
12); 122,75 (=CH-33); 76,65 (HO-CH-3); 71,85 (HO-CH,-23); 53,53 (CH,-34); 49,69 (CH-9); 47,57
(C-17); 46,71 (CH-5); 46,33 (CH-19); 42,09 (C-4); 42,06 (C-14); 41,88 (CH-18); 39,37 (C-8); 38,24
(CHz-1); 36,89 (C-10); 35,14 (NH-CH,-31); 34,18 (CH2-21); 33,07 (CH3-29); 32,55 (CH,-7); 32,22
(CH2-22); 30,79 (C-20); 27,29 (CH,-15); 26,68 (CH3-27); 25,84 (CH,-2); 23,92 (CH3-30); 23,67
(CH2-11); 23,51 (CH,-16); 18,52 (CH2-6); 16,61 (CH3-26); 15,84 (CH3-25); 11,61 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7CIN4Os]*: m/z = 677,4197, encontrado: m/z
=677,4191.

CHN: calculado: C, 70,93; H, 8,48; N, 8,27; encontrado: C, 70,76; H, 8,51; N, 8,19.
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5.2.25.Dados referente ao (2-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-
dihidroxiolean-12-en-28-amida (7h)
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Aspecto fisico: sélido branco; Tf 133-134,1 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3400, 3150, 3072, 1722, 1636, 1520, 1048, 752, 732.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) 6: 7,55 (s, 1H, H-33); 7,41 (d, 1H, H-37); 7,25 (m, 3H, H-38,
H-39, H-40); 6,59 (t, 1H, J = 4,3 Hz, N-H); 5,60 (t, 2H, J = 15,2 Hz, H-34); 5,36 (s, 1H, H-12); 4,48
(dd, 1H, J = 5,1 e 15,0 Hz, H-31.); 4,34 (dd, 1H, J = 4,9 e 15,0 Hz, H-31y); 3,70 (d, 1H, J = 10,4
Hz, H-23.); 3,61 (tl, 1H, J = 7,7 Hz, H-3); 3,39 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-23p); 2,52 (ddl, 1H, J = 11,8
Hz, H-18); 1,11 (s, 3H, CH3); 0,87 (s, 12H, 4xCHs); 0,47 (s, 3H, CHs).

RMN de 13C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,54 (0=C-28); 145,10 (=C-13); 144,34 (=C-32); 133,72
(C-35); 132,44 (C-36); 130,58 (C-40); 130,41 (C-37); 130,09 (C-38); 127,65 (C-39); 123,27 (=CH-
12); 122,91 (=CH-33); 76,63 (HO-CH-3); 71,98 (HO-CH,-23); 51,55 (CH2-34); 49,72 (CH-9); 47,62
(C-17); 46,75 (CH-5); 46,35 (CH-19); 42,12 (C-4); 42,08 (C-14); 41,92 (CH-18); 39,40 (C-8); 38,26
(CH2-1); 36,93 (C-10); 35,15 (NH-CH,-31); 34,22 (CH2-21); 33,16 (CH3-29); 32,57 (CH,-7); 32,22
(CH2-22); 30,82 (C-20); 27,33 (CH,-15); 26,78 (CH3-27); 25,87 (CH,-2); 23,96 (CH3-30); 23,69
(CH2-11); 23,55 (CH,-16); 18,57 (CH2-6); 16,63 (CH3-26); 15,87 (CH3-25); 11,58 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7CIN4Os]*: m/z = 677,4197, encontrado: m/z
=677,4190.

CHN: calculado: C, 70,93; H, 8,48; N, 8,27; encontrado: C, 70,77; H, 8,63; N, 8,19.
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5.2.26.Dados referente ao (2,4-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-

dihidroxiolean-12-en-28-amida (7i)

40

Aspecto fisico: solido branco; T¢119,3-120,8 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3150, 3080, 1636, 1508, 1276, 1048, 1004, 732.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,55 (s, 1H, H-33); 7,27 (m, 1H, H-40); 6,84 (m, 2H, H-37,
H-39); 6,61 (t, 1H, J = 4,5 Hz, N-H); 5,47 (t, 2H, J = 15,4 Hz, H-34); 5,34 (s, 1H, H-12); 4,44 (dd,
1H, J = 5,1, 15,1 Hz, H-31,); 4,32 (dd, 1H, J = 5,0, 14,8 Hz, H-31y); 3,67 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H-
23,); 3,60 (tl, 1H, J = 8,0 Hz, H-3); 3,37 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y); 2,50 (ddl, 1H, J = 11,5 Hz, H-
18); 1,09 (s, 3H, CHs); 0,85 (s, 12H, 4xCHs); 0,40 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,63 (0=C-28); 163,42 (dd, J = 249,9, 11,6 Hz, C-38);
160,85 (dd, J = 249,3, 11,8 Hz, C-36); 145,28 (=C-13); 144,26 (=C-32); 131,80 (dd, J = 9,8, 4,6
Hz, C-40); 123,26 (=CH-12); 122,74 (=CH-33); 118,05 (dd, J = 14,6, 3,7 Hz, C-35); 112,20 (dd, J
= 21,5, 3,8 Hz, C-39); 104,51 (t, J = 25,2 Hz, C-37); 76,57 (HO-CH-3); 71,76 (HO-CH,-23); 49,65
(CH-9); 47,56 (C-17); 47,22 (d, J = 3,5 Hz, CH,-34); 46,70 (CH-5); 46,33 (CH-19); 42,07 (C-4);
42,04 (C-14); 41,86 (CH-18); 39,34 (C-8); 38,24 (CH,-1); 36,88 (C-10); 35,07 (NH-CH,-31); 34,18
(CH2-21); 33,06 (CH3-29); 32,56 (CH2-7); 32,20 (CH-22); 30,78 (C-20); 27,27 (CH,-15); 26,64
(CH3-27); 25,83 (CH,-2); 23,91 (CH3-30); 23,64 (CH,-11); 23,50 (CH,-16); 18,46 (CH2-6); 16,51
(CH3-26); 15,81 (CH3-25); 11,60 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHseF2N4O3]*: m/z = 679,4399, encontrado: m/z
=679,4390.

CHN: calculado: C, 70,77; H, 8,31; N, 8,25; encontrado: C, 70,51; H, 8,52; N, 8,13.
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5.2.27.Dados referente ao (2-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-
dihidroxiolean-12-en-28-amida (7j)

30,,, 29 e 38
39
N=N s 40
H sals N
N 34

%
24 / I 23

OH

Aspecto fisico: solido branco; T¢122,3-123,8 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3150, 3052, 1636, 1522, 1236, 1048, 1004, 758.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,54 (s, 1H, H-33); 7,33 (m, 1H, H-40); 7,25 (m, 1H, H-
38); 7,10 (m, 2H, H-37, H-39); 6,61 (t, 1H, J = 3,9 Hz, N-H); 5,52 (t, 2H, J = 15,4 Hz, H-34); 5,35
(sl, 1H, H-12); 4,45 (dd, 1H, J = 5,4, 15,1 Hz, H-31.); 4,33 (dd, 1H, J = 5,1, 15,0 Hz, H-31); 3,68
(d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 8,0 Hz, H-3); 3,38 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23p); 2,51
(ddl, 1H, J = 12,1 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 12H, 4xCHs); 0,43 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,54 (0=C-28); 160,66 (d, J = 246,7 Hz, C-36); 145,15
(=C-13); 144,27 (=C-32); 131,06 (d, J = 8,1 Hz, C-40); 130,71 (d, J = 3,2 Hz, C-38); 124,88 (d, J =
3,7 Hz, C-35); 123,27 (=CH-12); 122,71 (=CH-33); 121,89 (d, J = 14,5 Hz, C-39); 115,97 (d, J =
20,9 Hz, C-37); 76,64 (HO-CH-3); 71,84 (HO-CH,-23); 49,69 (CH-9); 47,58 (C-17); 47,80 (d, J =
4,2 Hz, CH,-34); 46,72 (CH-5); 46,33 (CH-19); 42,08 (C-4); 42,05 (C-14); 41,88 (CH-18); 39,37
(C-8); 38,25 (CH,-1); 36,90 (C-10); 35,08 (NH-CH,-31); 34,20 (CH,-21); 33,08 (CH3-29); 32,55
(CH2-7); 32,20 (CH,-22); 30,80 (C-20); 27,30 (CH,-15); 26,68 (CHs-27); 25,85 (CH,-2); 23,91
(CH3-30); 23,67 (CH,-11); 23,52 (CH2-16); 18,52 (CH,-6); 16,54 (CH3-26); 15,84 (CH3-25); 11,62
(CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7FN4Os]*: m/z = 661,4493, encontrado: m/z
=661,4488.

CHN: calculado: C, 72,69; H, 8,69; N, 8,48; encontrado: C, 72,48; H, 8,85; N, 8,22.
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5.2.28.Dados referente ao (2,6-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-
dihidroxiolean-12-en-28-amida (7k)

37

30,, 29 8

,, E 36
39
N
24 N=T %8 40
N
N AN 34 F

%,
24 / I 23

OH

Aspecto fisico: solido branco; T¢139,8-140,9 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3150, 3094, 1628, 1522, 1238, 1048, 1032, 802, 732.

RMN de *H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,55 (s, 1H, H-33); 7,34 (m, 1H, H-38); 6,93 (m, 2H, H-37,
H-39); 6,63 (t, 1H, J = 4,7 Hz, N-H); 5,58 (d, 1H, J = 14,6 Hz, H-344); 5,51 (d, 1H, J = 14,7 Hz, H-
34y); 5,33 (sl, 1H, H-12); 4,42 (dd, 1H, J = 5,2, 15,0 Hz, H-31.); 4,31 (dd, 1H, J = 5,9 e 14,9 Hz,
H-31b); 3,66 (d, 1H, J = 10,1 Hz, H-23.); 3,59 (tl, 1H, J = 7,7 Hz, H-3); 3,37 (d, 1H, J = 10,0 Hz, H-
23); 2,50 (ddl, 1H, J = 11,8 Hz, H-18); 1,08 (s, 3H, CHs); 0,84 (s, 12H, 4xCHs); 0,39 (s, 3H, CH).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) 6: 178,52 (0=C-28); 161,42 (dd, J = 250,0, 6,8 Hz, C-36, C-
40); 144,96 (=C-13); 144,16 (=C-32); 131,53 (t,J = 10,2 Hz, C-38); 123,26 (=CH-12); 122,59 (=CH-
33); 111,89 (m, C-37, C-39); 110,73 (t, J = 18,9 Hz, C-35); 76,52 (HO-CH-3); 71,68 (HO-CH,-23);
49,64 (CH-9); 47,54 (C-17); 46,67 (CH-5); 46,29 (CH-19); 42,00 (C-4); 42,00 (C-14); 41,83 (CH-
18); 41,41 (t, J = 3,9Hz, CH,-34); 39,31 (C-8); 38,23 (CH,-1); 36,85 (C-10); 34,94 (NH-CH,-31);
34,17 (CH2-21); 33,06 (CH3-29); 32,54 (CH,-7); 32,17 (CH2-22); 30,76 (C-20); 27,25 (CH,-15);
26,57 (CHs-27); 25,82 (CH2-2); 23,85 (CH3-30); 23,63 (CH,-11); 23,47 (CH,-16); 18,46 (CH2-6);
16,39 (CH3-26); 15,77 (CH3-25); 11,64 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHseF2N4O3]*: m/z = 679,4391, encontrado: m/z
=678,8946.

CHN: calculado: C, 70,77; H, 8,31; N, 8,25; encontrado: C, 70,61; H, 8,54; N, 8,01.
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5.2.29.Dados referente ao (4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-
dihidroxiolean-12-en-28-amida (71)

Aspecto fisico: sélido branco; Tr 139,3-140,9 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3150, 3074, 1636, 1512, 1226, 1048, 1004, 776, 732.

RMN de 'H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 7,48 (s, 1H, H-33); 7,25 (m, 2H, H-36, H-36’); 7,02 (m,
2H, H-37, H-37"); 6,60 (t, 1H, J = 5,4 Hz, N-H); 5,47 (d, 1H, J = 14,8 Hz, H-34.); 5,39 (d, 1H, J =
15,0 Hz, H-34y); 5,35 (sl, 1H, H-12); 4,44 (dd, 1H, J = 5,4, 15,0 Hz, H-31.); 4,32 (dd, 1H, /=54
15,0 Hz, H-31y); 3,69 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23.); 3,61 (tl, 1H, J = 7,3 Hz, H-3); 3,38 (d, 1H, J =
10,3 Hz, H-23p); 2,51 (dd, 1H, J = 12,6 e 3,0 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,86 (s, 9H, 3xCHs);
0,85 (s, 3H, CHz); 0,41 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) 6: 178,64 (0=C-28); 160,95 (d, J = 246,6 Hz, C-38); 145,34
(=C-13); 144,29 (=C-32); 130,55 (d, J = 3,3 Hz, C-35); 130,11 (d, J = 8,4 Hz, C-36, C-36’); 123,26
(=CH-12); 122,58 (=CH-33); 116,20 (d, J = 21,6 Hz, C-37, C-37"); 76,65 (HO-CH-3); 71,87 (HO-
CH,-23); 53,51 (CH,-34); 49,68 (CH-9); 47,57 (C-17); 46,72 (CH-5); 46,34 (CH-19); 42,08 (C-4);
42,06 (C-14); 41,89 (CH-18); 39,36 (C-8); 38,25 (CH,-1); 36,90 (C-10); 35,14 (NH-CH,-31); 34,19
(CH2-21); 33,07 (CH3-29); 32,57 (CH2-7); 32,21 (CH,-22); 30,80 (C-20); 27,29 (CHz-15); 26,70
(CH3-27); 25,84 (CH,-2); 23,94 (CH3-30); 23,65 (CH,-11); 23,52 (CH,-16); 18,48 (CH2-6); 16,59
(CH3-26); 15,85 (CH3-25); 11,59 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]+ calculado para [CaoHs7FN4Os]+: m/z = 661,4493, encontrado: m/z
=661,4490.

CHN: calculado: C, 72,69; H, 8,69; N, 8,48; encontrado: C, 72,51; H, 8,75; N, 8,22.
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5.2.30.Dados referente ao (4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-

dihidroxiolean-12-en-28-amida (7m)

37 NO,
0, o2 . 38
37
N=N 3 i
H\%/N 34
31 33

‘1, 6
24 ,I 23

OH
Aspecto fisico: sélido branco; Tr 158,4-159,7 °C
IV (filme KBr, Umax/cmt): 3404, 3150, 3080, 1636, 1524, 1048, 732.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 8,20 (d, 2H, , J = 8,6 Hz, H-37, H-37’); 7,60 (s, 1H, H-33);
7,40 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-36, H-36'); 6,61 (t, 1H, J = 4,8 Hz, N-H); 5,62 (d, 1H, J = 15,4 Hz, H-34,);
5,54 (d, 1H, J = 15,3 Hz, H-34v); 5,36 (sl, 1H, H-12); 4,46 (dd, 1H, J = 5,4 e 15,0 Hz, H-31.); 4,34
(dd, 1H, J = 5,3 e 14,9 Hz, H-31y); 3,69 (d, 1H, J = 10,0 Hz, H-23,); 3,61 (tl, 1H, J = 8,3 Hz, H-3);
3,38 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23u); 2,51 (ddl, 1H, J = 12,2 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs); 0,85 (s, 12H,
4xCHs); 0,43 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,82 (0=C-28); 148,73 (C-38); 145,77 (=C-13); 144,34
(=C-32); 141,74 (C-35); 128,80 (C-36, C-36'); 124,38 (C-37, C-37'); 123,28 (=CH-12); 122,19
(=CH-33); 76,68 (HO-CH-3); 71,93 (HO-CH»-23); 53,19 (CH»-34); 49,66 (CH-9); 47,55 (C-17);
46,73 (CH-5); 46,36 (CH-19); 42,08 (C-4); 42,08 (C-14); 41,83 (CH-18); 39,36 (C-8); 38,24 (CHo-
1); 36,90 (C-10); 35,19 (NH-CH,-31); 34,19 (CH,-21); 33,06 (CH3-29); 32,58 (CH2-7); 32,23 (CH,-
22); 30,80 (C-20); 27,28 (CH,-15); 26,71 (CH3-27); 25,84 (CH2-2); 23,99 (CH3-30); 23,64 (CH,-
11); 23,53 (CH,-16); 18,47 (CH»-6); 16,68 (CH3-26); 15,86 (CH3-25); 11,56 (CHs-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7NsOs]*: m/z = 688,4438, encontrado: m/z
= 688,4430.

CHN: calculado: C, 69,84; H, 8,35; N, 10,18; encontrado: C, 69,79; H, 8,49; N, 10,02.
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5.2.31.Dados referente ao (3-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-

dihidroxiolean-12-en-28-amida (7n)

O,N
37 a8
30y, 29
36 5
N$N\ 35
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N\},%/ 34
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OH

Aspecto fisico: solido branco; Tr 149,3-150,8 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3404, 3140, 3092, 1636, 1532, 1048, 722.

RMN de *H (CDCl3/ppm; 300 MHz) &: 8,20 (dt, 1H, J = 1,7, 7,7 Hz, H-38); 8,14 (sl, 1H, H-36);
7,60 (s, 1H, H-33); 7,56 (m, 2H, H-39 e H-40); 6,63 (t, 1H, J = 5,4 Hz, N-H); 5,61 (d, 1H, J = 15,2
Hz, H-34.); 5,55 (d, 1H, J = 15,2 Hz, H-34); 5,36 (s, 1H, H-12); 4,47 (dd, 1H, J = 5,4 e 15,0 Hz,
H-31.); 4,33 (dd, 1H, J = 5,4, 15,0 Hz, H-31s); 3,68 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,); 3,60 (tl, 1H, /= 8,4
Hz, H-3); 3,38 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y); 2,51 (dd, 1H, J =2,6 e 12,3 Hz, H-18); 1,10 (s, 3H, CHs);
0,87 (s, 3H, CHs); 0,85 (s, 9H, 3xCH3); 0,44 (s, 3H, CHs).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,76 (0=C-28); 148,65 (C-37); 145,71 (=C-13); 144,30
(=C-32); 136,79 (C-35); 134,01 (C-40); 130,33 (C-39); 123,87 (C-36); 123,26 (=CH-12); 123,02
(C-38); 123,02 (=CH-33); 76,67 (HO-CH-3); 71,89 (HO-CH,-23); 53,18 (CH,-34); 49,67 (CH-9);
47,55 (C-17); 46,70 (CH-5); 46,34 (CH-19); 42,08 (C-4); 42,06 (C-14); 41,87 (CH-18); 39,37 (C-
8); 38,23 (CH,-1); 36,90 (C-10); 35,14 (NH-CH,-31); 34,17 (CH,-21); 33,06 (CH3-29); 32,57 (CH,-
7); 32,23 (CH,-22); 30,79 (C-20); 27,29 (CH2-15); 26,69 (CH3-27); 25,84 (CH2-2); 23,94 (CH3-30);
23,64 (CH,-11); 23,51 (CH,-16); 18,48 (CH,-6); 16,65 (CH3-26); 15,82 (CH3-25); 11,58 (CH3-24).

HRMS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7NsOs]*: m/z = 688,4438, encontrado: m/z
= 688,4429.

CHN: calculado: C, 69,84; H, 8,35; N, 10,18; encontrado: C, 69,84; H, 8,57; N, 10,07.
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5.2.32.Dados referente ao (2-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-

dihidroxiolean-12-en-28-amida (70)

30, 29 38
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%,
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Aspecto fisico: sélido branco; Tr 145,6-147,2 °C

IV (filme KBr, Omax/cm™): 3398, 3150, 3080, 1636, 1530, 1048, 728.

RMN de H (CDCls/ppm; 300 MHz) &: 8,13 (dd, 1H, J = 7,9, 1,3 Hz, H-37); 7,67 (s, 1H, H-33);
7,58 (td, 1H,J=1,4, 7,4 Hz,H-38); 7,52 (td, 1H, J = 1,6, 7,9 Hz, H-37); 7,04 (dd, 1H,J=1,3, 7,7
Hz, H-36); 6,64 (t, 1H, J = 5,3 Hz, N-H); 5,88 (s, 2H, H-34); 5,37 (sl, 1H, H-12); 4,52 (dd, 1H, J =
5,6 e 15,0 Hz, H-31.); 4,34 (dd, 1H, J = 5,1 e 15,0 Hz, H-31y); 3,68 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23,);
3,60 (tl, 1H, J = 8,1 Hz, H-3); 3,38 (d, 1H, J = 10,3 Hz, H-23y); 2,53 (dd, 1H, J =2,3 e 12,3 Hz, H-
18); 1,11 (s, 3H, CHs); 0,87 (s, 6H, 2xCHs); 0,86 (s, 3H, CHs); 0,85 (s, 3H, CHs); 0,52 (s, 3H, CH3).

RMN de 3C (CDCls/ppm; 75 MHz) &: 178,64 (0=C-28); 147,58 (C-36); 145,35 (=C-13); 144,33
(=C-32); 134,37 (C-35); 130,60 (C-39); 130,41 (C-40); 129,80 (C-38); 125,53 (C-37); 123,74
(=CH-12); 123,28 (=CH-33); 76,66 (HO-CH-3); 71,86 (HO-CH2-23); 50,96 (CH,-34); 49,69 (CH-9);
47,59 (C-17); 46,71 (CH-5); 46,35 (CH-19); 42,09 (C-4); 42,06 (C-14); 41,88 (CH-18); 39,40 (C-
8); 38,24 (CH,-1); 36,91 (C-10); 35,15 (NH-CH,-31); 34,19 (CH,-21); 33,08 (CH3-29); 32,57 (CH,-
7); 32,22 (CH2-22); 30,80 (C-20); 27,33 (CH,-15); 26,68 (CH3-27); 25,87 (CH2-2); 23,92 (CH3-30);
23,68 (CH,-11); 23,54 (CH,-16); 18,52 (CH2-6); 16,70 (CH3-26); 15,84 (CH3-25); 11,60 (CHs-24).

MS (ESI TOF-MS): [M+H]* calculado para [CaoHs7NsOs]*: m/z = 688,4438, encontrado: m/z =
688,4434.

CHN: calculado: C, 69,84; H, 8,35; N, 10,18; encontrado: C, 69,84; H, 8,55; N, 9,97.
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5.2.33 Ensaios Biologicos

Ensaios citotoxicos

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico de micro-
cultura sulforodamina-B (SKEHAN et al., 1990) (SRB, adquiridos de Sigma-Aldrich). As células
foram semeadas numa placa de 96 cavidades no dia 0 com as densidades celulares adequadas
para evitar confluéncia das células durante o periodo de experiéncia. Apds 24 horas, as células
foram tratadas com diluicGes em série dos compostos 6a-0 e 7a-o0 (0-30 uM) durante 96 horas.
A concentracdo final de DMSO nunca excedeu os 0,5/ . As percentagens das células
sobreviventes em relagao aos controles nao tratados foram determinadas 96 h apds do inicio
da exposicdo dos compostos a avaliar. O meio sobrenadante foi e as células foram fixadas com
10/ de TCA. Para uma fixacdo completa, as placas foram deixadas repousar a 4 °C. Apds da
fixacdo, as células foram lavadas quatro vezes com agua destilada, utilizando procedimentos
de distribuicdo e aspiracao alternadas. As placas foram coradas com 100 pL de 0,4/ de SRB
durante 20 minutos. Depois as placas foram lavadas com acido acético ao 1/ (v/v) para
remover o excesso de corante foi deixado secar no ar durante a noite. A seguir, uma solucao
de base Tris (100 pL, 10 mM) foi adicionada a cada cavidade e a absorbancia foi medidaa A =
570 nm (utilizando um leitor de placas de 96 cavidades, Tecan Spectra, Crailsheim, Germany).
Os valores de ECso foram calculados a partir da curvas de dose resposta semi-logaritmicas por
meio de regressdo nao-linear, aplicando dois parametros da equacdo de Hill-slope. Os valores
sao apresentados com um intervalo de confianca de 95/, geralmente foram usadas 7-13

pontos de dosagem.

Teste apoptose - laranja de acridina/iodeto de propidio (AO/PI).

A morte celular apoptadtica foi analisada por laranja de acridina/iodeto de propidio,
corante usando microscopia de fluorescéncia em células MCF7. Aproximadamente, 500.000
células foram semeadas em frascos de cultura de células e foi deixado crescer durante 24
horas. O meio foi removido e o meio-carregado com a substancia a avaliar foi adicionada. Apds
72 h, o meio sobrenadante foi recolhido e centrifugado; o sedimento foi suspenso em solugao
salina de fosfato tampao (PBS) e centrifugado outra vez. O liquido foi removido e o sedimento

foi suspenso em PBS. Depois de se misturar a suspensdo com uma solugdo de AO/PI, a analise
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foi realizada sob um microscdpio de fluorescéncia. Enquanto uma fluorescéncia verde mostra

a apoptose, um nucleo de cor vermelha indica células necréticas.

5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Sinteses de triazdis derivados da hederagenina

A rota de sintese proposta para a obtencdo dos triazdis teve como etapa chave a
reacdao “click”, mais especificamente, a cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen, catalisada por

Cu(l), entre alcinos e azidas (CuUAAC) (YU et al., 2013).

Nesse processo, os derivados de triazdis denominados (3B3)3,23-dihidroxiolean-12-en-
28-oato de (R-(benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-metila para os ésteres (6a-0), e (R-(benzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-metil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-amida para as amidas (7a-0),
preparados nesse trabalho, além, dos rendimentos em que foram obtidos sdo apresentados

nas Tabelas 5.3.1 e 5.3.2.

Tabela 5.3.1 - Triazois derivados da hederagenina com grupo éster.

N3

CuS0,.5H,0 N:N‘N
) Ascobarto de sédio X
|/ > 7 B
R CH,C,,/H,0 A
24 h,ta HO
cl)H 6a-o
Composto R Rendimento (/)

6a H 60
6b o-bromo 91
6¢ m-bromo 65
6d p-bromo 91
6e 2,6-dicloro 84
6f p-cloro 33
6g m-cloro 90
6h o-cloro 54
6i 2,4-difluoro 89
6j p-fluoro 85
6k 2,6-difluoro 67
6l o-fluoro 77
6m p-nitro 44
6n m-nitro 52
60 o-nitro 76
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Tabela 5.3.2 - Triazois derivados da hederagenina com grupo amida.

CuS0,.5H,0
Ascobarto de sédio
CH,C,,/H,0
24 h, ta HO
éH 7a-0
Composto R Rendimento (/)
7a H 90
7b 0-bromo 85
7c m-bromo 90
7d p-bromo 95
7e 2,6-dicloro 75
7f p-cloro 81
78 m-cloro 78
7h o-cloro 79
7i 2,4-difluoro 84
7j p-fluoro 70
7k 2,6-difluoro 97
71 o-fluoro 70
7m p-nitro 66
7n m-nitro 79
70 o-nitro 76

A partir da reagao da hederagenina com brometo de propargila, carbonato de potdassio

(K2CO3) em DMF obteve-se o alcino correspondente (4x) por meio de uma reagao de

substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) (SIEWERT et al., 2014). Por outro lado, ao usar

propinilamina, carbonato de sédio, DIPEA e o reagente de acoplamento TBTU em THF, foi

obtido o alcino com grupo amida (5e) (YU et al., 2013). Ambos, os grupos éster e amida sao

localizados no carbono-28 da hederagenina. Uma proposta mecanistica se encontra na Figura

4.3.1 e 4.3.3 do capitulo 3.

Posteriormente foram obtidas as azidas organicas a partir dos brometos de benzila

comerciais por meio da reac¢do de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) cldssica (LECLERC

et al., 2011), conforme representado na Figura 5.3.1. O material obtido foi usado sem previa

purificacdao na obtencgao dos triazdis.
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I N Br NaN3 | N N3
A AP
R DMF,2h,rt g a-o0 (94-97%)

a=H d = p-Br g=m-Cl j=o-F m = p-NO,
R=<{ b=0-Br e=26-Cl h=0-Cl k=26-F n=m-NO,
c=m-Br f=p-Cl i=24-F I=p-F o =0-NO,

Figura 5.3.1 - Reacdo geral na obtencdo das azidas.

A Ultima etapa consistiu na obtencdo dos triazéis pela reacdo entre as azidas organicas
e os alcinos, via reacao “click”, seguindo a metodologia de Yu e colaboradores (2013) (Figuras

5.3.2 e 5.3.3).

6a-o

Cu(l)

7a-o

Figura 5.3.3 - Reacgdo geral para a obtenc¢ao dos triazéis com grupo amida.

De fato, a ciclo-adi¢ao 1,3-dipolar de Huisgen foi aprimorada por alguns grupos de
pesquisa (SHARPLESS et al., 2004; MELDAL et al., 2002) sendo a principal contribui¢cdo para
sua melhoria a adi¢cdo de cobre como catalisador. A partir de entdo ela foi denominada CuAAC,
sigla do inglés para copper-catalyzed azide-alkyne cyclo addition. Além da elevada
regiosseletividade, formando principalmente o isbmero triazol 1,4-dissubstituido. Outra
vantagem desta reacdo é a robustez em relagdo aos grupos presentes nos reagentes, ja que a
reacdao “click” ndao é influenciada pelos efeitos eletrénicos ou estéricos dos substituintes
presentes nesses compostos (WU e FOKIN, 2007). Em relacdo a utilizacdo de catalisador,

podem ser utilizados Cu(0), Cu(l) e Cu(ll), sendo este ultimo o mais utilizado ja que ele é
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facilmente reduzido in situ na presenca de agentes redutores. O agente redutor ascorbato de

sodio é o mais utilizado em reacdes em que a agua é o solvente (ROSTOVTSEV et al., 2002).

Em relacdo ao mecanismo da reacdao “click”, ndo hd ainda um consenso. Alguns
aspectos envolvendo a complexacdo do Cu(l) e a origem da regiosseletividade ainda
permanecem desconhecido. A proposta mecanistica mais aceita estd mostrada na Figura

5.3.4.

[Cux lLyi Cu Ly]

———-C
R/N / R l-'|x
Cu---L
1 T N\
! | Y7 R
L-Cu () m 7
) ' N

= +
v \‘r v | A\ H w
NG " HN BECUN \ N
R Cu  Cu-l cu” Cu-L N-ClH CuL gy
L, L’, L /L’ R L \ ,Cu\ QU"'L
“Cu [

Figura 5.3.4 - Proposta mecanistica para a reagao “click”.

A primeira etapa é a formagdo de um complexo de Cu(l) com o Alcino (RODIONOV et
al., 2005). Com a formacdo deste complexo o pKa do alcino terminal reduz para 9,8 o que
possibilita a desprotonagdo em um meio aquoso sem a necessidade de adicionar base (HIMO
et al., 2005). A segunda etapa é a coordenagdo do Cu(l) com a azida organica. Esse novo
complexo pode ser representado pela coordenagdao de um ou mais 4&tomos de cobre entre o
acetileto e a azida (RODIONQV et al., 2005). Neste intermediario o cobre tem um efeito
sinergistico, pois torna o nitrogénio terminal da azida mais eletrofilico e o carbono B-
vinilidénico do alcino mais nucleofilico o que favorece a forma¢ao do intermediario ciclico
contendo um atomo de cobre (um metalociclo). Esta etapa é endotérmica e define a
regiosseletividade da reacdo, ja que possui uma energia de ativa¢do de 15 kJ mol?, que é

menor que a energia de ativacdo para a reacdo ndo catalisada, 26 k) mol™. Esta diferenca entre
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as energias de ativacdo também explica o grande aumento da velocidade em relacdo a reacao
ndo catalisada (MEDAL e TORNGE, 2008). Em seguida estabelece-se uma ligagdo efetiva entre
0 nitrogénio terminal da azida e o acetileto formando o triazdisidio. Este é hidrolisado

formando o triazol 1,4-dissubstituido e regenerando o catalisador (HIMO et al., 2005).

Nesta reacdo nao foi observada a formacdo de qualquer subproduto o que facilitou
muito a purificacdo, uma vez que os reagentes e o produto possuem polaridades diferentes.
Os rendimentos de todos os derivados de triazdis obtidos estdo mostrados nas Tabelas 5.3.1

e5.3.2.

Os 30 derivados de triazdis com grupo éster (6a-0) e amida (7a-0) sdo inéditos.

Para todos os compostos foi realizada a determinacdo da temperatura de fusdo e
foram caracterizados pelas espectroscopias no IV, RMN de 'H e de 3C e espectrometria de

massas de alta resolucao ESI-HRMS e Analise Elementar (CHN).

5.3.2. Caracterizacao

Derivados triazdlicos com grupo éster da hederagenina.

Na Figura 5.3.5 apresenta-se os substituintes dos 15 triazéis com grupo éster da
hederagenina. Os derivados triazélicos com grupo éster mostraram no espectro de IV sinais
tipicos esperados para esta classe de compostos: em 3404 cm™ referente ao estiramento da
ligacdo O-H, na faixa 3160-3140 e 3080-3040 cm™ referentes ao estiramento das liga¢des C-H
aromatico. Por outro lado observou-se a banda caracteristica da carbonila de éster na faixa

1740-1720 cm™. Em 1048 cm™ a banda correspondente ao estiramento C-O (BARBOSA, 2011).
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Cl

Cl

6j

Figura 5.3.5 - Substituintes dos triazis com grupo éster (6a-0).

Os espetros de RMN de 'H dos derivados triazélicos com grupos éster exibem um sinal
como singlete caracteristico do hidrogénio-33 do anel triazol em &4 = 7,50 * 0,20.
Adicionalmente, todos os derivados apresentaram trés sinais que integram para cinco
hidrogénios. O primeiro sinal aparece na faixa de é1 = 5,50-5,35 pertencente aos hidrogénios
metilénicos-34. Em &x = 5,30 + 0,20 aparece o sinal caracteristico do alqueno trissubstituido
da hederagenina e em 61 =5,10 £ 0,10 o singlete correspondente aos hidrogénios metilenicos-

31, sendo ambos ligados ao anel triazdlico (Figura 5.3.6).

—5.5136
—5.4581

— 5.4067
5.2161

- —5.1348

7.53 7.51 7.49

7.47 . . .
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 5.3.6 - Ampliacdo de parte do espectro de RMN de *H do composto 6f.
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Por outro lado observam-se os sinais dos hidrogénios aromaticos para os compostos
(6a-0) (Figura 5.4.1), dependendo dos grupos substituintes do anel, na faixa de éu = 8,20 e
6,90. O composto 6f que tem um cloro na posicdo para apresentou as sinais de dois
hidrogénios aromaticos a én = 7,33 (H-37, H-37’) e 6u = 7,18 (H-36, H-36’) cada um como
dupleto integrando para dois hidrogénios com constante de acoplamento de J = 8,2 Hz
caracteristica da substituicdo 1-4 do anel aromatico (Figura 5.4.3). O composto 60 que contém
um grupo nitro na posicao orto, apresenta um hidrogénio aromatico na regido de én = 8,14
como um duplo dupleto com J = 7,9 e 1,3 Hz correspondente ao hidrogénio-37, além dois
triplo dupleto em 6y = 7,60 (H-38) e 61 = 7,53 (H-39) ambos com J=7,4 e 1,3 Hz. Um duplo
dupleto a 64 =7,07 (H-40) com J = 7,6 e 1,3 Hz, confirmando a presenca do um anel orto

substituido (Figura 5.3.7).

Todos os sinais dos espectros de RMN de 3C para o esqueleto triterpeno nesta série
de compostos foram semelhantes com os dados apresentados na literatura para a aglicona
hederagenina (BOKE, 2014), com excecdo do sinal do C-28 (e os sinais adicionais para os

substituintes do éster) (Tabela 5.3.3).
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Figura 5.3.7 - Ampliacdo de parte do espectro de RMN de *H dos compostos 6f e 60.

@ -
G |1.05

Para o carbono-28 foi observado um deslocamento para campo mais alto em
comparagdo com a carbonila da hederagenina, que apresenta deslocamento em &6¢ = 180,72.

Nos derivados a carbonila dos grupos ésteres ficam mais blindadas a 6c = 177,5 = 0,50;
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confirmando aos dados do espectro no IV. Os compostos contendo flior como substituintes
no anel aromatico fornecem os desdobramentos e constante de acoplamento tipica de acordo
com a posicdo do halogénio (Tabela 5.3.3). Todos os espectros apresentaram os sinais
correspondentes ao alqueno (C-13 em 6¢c = 143,83 e C-12 em &6¢ = 123,92) como também do

anel triazdlico (C-32 em 6¢ = 143,67 e C-33 em 6¢ = 122,43) (Figura 5.3.8).

™~ < LN [42]
o O [eo] <
™M N o [+2]
o © 12 ) <
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N¢ \ @ Q R Q ﬁ
— — \13 — —
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R 3 13 c-32 | 33
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T 1 rrrrrrrrrrrrrrrrrrr T r T T Tr T T T T T T T T T T T T T T
1442 1439 1436 1433 127 126 125 124 123 122 121
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 5.3.8 - Ampliac3o de parte do espectro de RMN de *3C do composto 6l.

Na Figura 5.3.9 observou-se sinais caracteristicas dos carbonos metinico-3 (6c = 76,89
+ 0,30) e metilenico-23 (6c = 72,15 + 0,30), ambos ligados a hidroxila no triterpeno
pentaciclico, além dos metilenos-31 e metileno-34 ligados ao triazol (6c = 57,56 + 0,20 e em

8¢ = 53,47 £ 0,20).
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f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 5.3.9 - Ampliacdo do espectro de RMN de *3C do composto 6c.

Todos os experimentos de espectrometria de massa de alta resolucdo (ESI-HRMS) e
Analise Elementar (CHN) confirmaram as massas, féormulas moleculares e pureza dos

derivados triazdlicos de éster da hederagenina (ver sessdo 5.2.3 e 5.8.1-17).
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Tabela 5.3.3 - Dados de RMN de *3C (CDCls) dos derivados de triazdis com grupo éster no

carbono-28 (6a-0) e hederagenina (3a).

o 3a 6a 6b 6¢C 6d 6e 6f 6g 6h
C-1 39,14 38,22 38,21 38,21 38,20 38,21 38,21 38,20 38,22
C-2 26,52 25,93 25,92 25,92 25,92 25,92 25,93 25,91 25,94
C-3 73,76 76,91 76,85 76,89 76,87 76,83 76,91 76,85 76,92
Cc4 43,24 41,90 41,87 41,88 41,88 41,84 41,91 41,86 41,91
C-5 47,01 46,81 46,80 46,82 46,82 46,78 46,83 46,81 46,82
C-6 18,94 18,61 18,60 18,60 18,57 18,58 18,58 18,58 18,61
c-7 33,56 32,55 32,53 32,55 32,54 32,51 32,56 32,54 32,55
C-8 40,12 39,38 39,37 39,38 39,37 39,34 39,38 39,37 39,39
C-9 48,96 49,88 49,86 49,87 49,86 49,86 49,87 49,85 49,88
C-10 37,59 37,01 36,99 36,99 36,98 36,98 36,99 36,98 37,01
C-11 24,13 23,45 23,46 23,44 23,42 23,45 23,44 23,42 23,47
C-12 122,96 124,00 124,68 124,11 123,96 123,77 123,98 124,12 124,27
C-13 145,18 143,71 143,68 143,89 143,91 143,71 143,92 143,92 143,70
C-14 42,54 41,83 41,81 41,83 41,82 41,79 41,84 41,82 41,83
C-15 28,69 27,72 27,71 27,71 27,70 27,68 27,72 27,69 27,73
C-16 24,05 23,06 23,04 23,07 23,07 22,99 23,08 23,05 23,06
Cc-17 48,51 47,64 47,63 47,62 47,61 47,62 47,63 47,60 47,65
C-18 42,35 41,37 41,36 41,38 41,36 41,34 41,38 41,36 41,38
C-19 46,80 45,96 45,93 45,94 45,93 45,92 45,95 45,92 45,96
C-20 31,30 30,76 30,75 30,75 30,75 30,74 30,77 30,74 30,77

C-21 34,56 33,92 33,91 33,91 33,90 33,90 33,92 33,89 33,93
C-22 33,33 32,41 32,41 32,41 32,41 32,40 32,43 32,40 32,42
C-23 68,25 72,18 72,10 72,15 72,12 72,08 72,18 72,09 72,19
C-24 13,48 11,57 11,58 11,59 11,59 11,59 11,52 11,58 11,56
C-25 16,32 15,85 15,83 15,84 15,81 15,82 15,81 15,82 15,83
C-26 17,85 16,84 16,86 16,84 16,85 16,73 16,85 16,82 16,86
C-27 28,02 26,82 26,75 26,73 26,78 26,70 26,84 26,74 26,83
Cc-28 180,53 177,81 177,77 177,85 177,84 177,77 177,86 177,84 177,79
C-29 33,60 33,17 33,15 33,16 33,15 33,14 32,16 33,14 33,17
C-30 24,20 23,71 23,70 23,71 23,69 23,66 23,69 23,69 23,71
Carbonos substituintes do grupo éster (6, multiplicidade, J Hz)
C-31 - 57,61 57,58 57,56 57,57 57,53 57,60 57,54 57,61
C-32 - 134,48 143,62 143,66 143,68 143,20 143,70 143,65 143,64
C-33 - 122,44 122,45 122,45 122,43 122,41 122,44 122,44 122,46
C-34 - 54,31 53,95 53,47 53,56 49,16 53,53 53,85 51,56
C-35 - 131,04 134,00 136,69 133,53 136,91 135,06 136,44 133,71
C-36 - 128,22 123,69(Br) 131,12 129,77 131,26(Cl) 129,52 129,18 132,33(Cl)
C36’ - 128,22 130,63 126,66 129,77 129,96(Cl) 129,52 126,18 130,59
C-37 - 129,26 133,39 123,25(Br) 132,43 129,02 129,49 135,17(Cl) 130,48
c37 - 129,26 130,58 130,79 132,43 129,02 129,49 130,52 127,72
C-38 - 128,97 128,30 132,13 123,16(Br) 129,02 133,04 128,20 130,11

(Cl)
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Tabela continua...

0 6i 6j 6k 6l 6m 6n 60
C-1 38,21 38,22 38,22 38,20 38,20 38,19 38,21
C-2 25,92 25,92 25,93 25,91 25,91 25,91 25,94
C-3 76,81 76,86 76,91 76,85 76,85 76,86 76,89
Cc4 41,86 41,87 41,87 41,88 41,89 41,87 41,89
C-5 46,81 46,80 46,80 46,81 46,86 46,83 46,84
C-6 18,55 18,58 18,58 18,56 18,56 18,56 18,59
c-7 32,54 32,53 32,54 32,54 32,57 32,55 32,55
C-8 39,35 39,36 39,36 39,36 39,39 39,37 39,40
C-9 49,84 49,86 49,89 49,85 49,81 49,83 49,86
C-10 36,97 36,98 36,99 36,98 36,98 36,97 37,00
C-11 23,43 23,43 23,44 23,43 23,45 23,42 23,45
C-12 124,08 124,12 124,01 123,92 124,42 124,31 125,04
C-13 143,81 143,70 143,69 143,83 144,26 144,19 143,90
Cc-14 41,81 41,81 41,81 41,82 41,85 41,82 41,83
C-15 27,69 27,69 27,69 27,70 27,72 27,70 27,73
C-16 23,05 23,05 23,05 23,06 23,10 23,07 23,07
C-17 47,61 47,63 47,64 47,61 47,61 47,59 47,64
C-18 41,36 41,36 41,37 41,36 41,39 41,38 41,39
C-19 45,93 45,93 45,96 45,93 45,93 45,91 45,92
C-20 30,74 30,75 30,76 30,70 30,76 30,74 30,77
C-21 33,91 33,91 33,92 33,91 33,92 33,89 33,92
C-22 32,41 32,39 32,41 32,41 32,46 32,42 32,44
C-23 72,04 72,10 72,17 72,10 72,12 72,10 72,13
C-24 11,57 11,58 11,57 11,55 11,53 11,56 11,56
C-25 15,78 15,80 15,79 15,81 15,82 15,80 15,81
C-26 16,75 16,77 16,67 16,81 16,88 16,85 16,92
C-27 26,72 26,75 26,77 26,77 26,81 26,77 26,80
C-28 177,82 177,79 177,80 177,85 177,92 177,89 177,77
C-29 33,14 33,15 33,16 33,14 33,14 33,13 33,16
C-30 23,67 23,60 23,69 23,67 23,67 23,66 23,71

Carbonos substituintes do grupo éster (6, multiplicidade, J Hz)
C-31 57,51 57,51 57,52 57,57 57,50 57,49 57,558
C-32 143,66 143,67 143,56 143,67 143,65 142,63 143,64
C-33 122,46 122,46 122,46 122,43 122,47 122,46 122,52
C-34 47,23 47,80 41,49 53,52 53,20 53,20 50,94
(d, 3,6) (d, 4,3) (t, 4,0)
C-35 117,92 124,69 110,67 130,38 141,59 136,66 134,43
(dd, 4,0, 15,0) (d, 3,6) (t, 18,5) (d, 3,0)
C-36 160,85 (dd, 160,67 (d, 161,48(d, 6,8, 130,11 128,72 123,94 147,59
11,7,248,9) (F)  246,6) (F) 249,2) (F) (d, 8,1) (NO,)
C-36’ 131,83 131,14 161,48 (d, 6,8, 130,11 128,72 133,96 130,51
(dd, 4,7, 9,8) (d, 32,6) 249,2) (F) (d, 8,1)
C-37 104,54 115,98 111,96 116,28 124,44 148,67 130,53
(t, 25,2) (d, 20,9) (m) (d, 21,7) (NO,)
Cc-37 112,31 121,76 111,96 116,28 124,44 130,42 125,55
(dd, 3,6, 21,2) (d, 14,5) (m) (d, 21,7)
C-38 163,47(dd, 130,74 131,64 162,99 148,23 122,95 129,88
11,9, 250,3) (F) (d, 3,8) (t, 10,1) (d, 246,8) (F)  (NO»)
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Derivados triazélicos com grupo amida da hederagenina.

Na Figura 5.3.10 apresenta-se os substituintes dos triazdis com grupo amida da

hederagenina.

R R
7a Br 7b

Cl

R
cl
7h
R R R R
[ I R ] ét éf
F NO, NO,
7j 7k 71 7m 7 70

Figura 5.3.10 - Substituintes dos triazéis com grupo amida (7a-70).

No espectro no IV os derivados triazélicos com grupo amida apareceram os sinais
esperados: em 3404 cm™ referente ao estiramento da ligacdo O-H, na faixa 3160-3140 e 3080-
3030 cm™ indicativos ao estiramento das ligagcbes C-H aromatico. Na faixa 1660-1630 cm™
observou-se a banda caracteristica do grupo carbonila de amida. Todos os derivados
apresentam um sinal na faixa 1540-1515 cm™, correspondente a vibracdo de tensdo do NH da
amida. Também a 1048 cm™ a banda correspondente ao estiramento C-O dos grupos hidroxila

(BARBOSA, 2011).

Os espectros de RMN de *H para os derivados triazélicos com grupo amida (7a-o) foram
muito similares aos espectros de RMN de 'H dos derivados triazélicos com grupos éster, com
a diferenca que a 61 = 6,25 + 0,20 observou-se um tripleto correspondente ao hidrogénio da

amida com constante de acoplamento de J = + 5,3 Hz, além o duplo dupleto correspondente
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aos hidrogénios do metileno-31 a 61 = 4,40 £ 0,40 com constante de acoplamentode J=+5,3

e 15,0 Hz, (Figura 5.3.11).
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Figura 5.3.11 - Ampliacdo de parte do espectro de RMN de 'H do composto 7n.

Todos os sinais dos espectros de RMN de 3C para o esqueleto triterpeno nesta série
de compostos foram semelhantes como os dados apresentados na literatura para a
hederagenina (BOKE, 2014), com excecdo do sinal do C-28 (e os sinais adicionais para os
substituintes da amida) (Tabela 5.3.4). No sinal do carbono-28 foi observado um
deslocamento para campo mais alto em comparagao com a hederagenina, que apresenta um
sinal em 6¢c = 180,72 para a carbonila do acido, os derivados da amida apresentam a carbonila
em 6¢c = 178,5 + 0,50 confirmando a presenga do grupo funcional. No entanto, todos os
espectros de RMN de 3C apresentam muitas similaridades com os espectros dos derivados
triazolicos com grupo éster, com a diferenga do carbono metilénico-31 que aparecem mais

blindados devido a ligagao do nitrogénio do grupo amida (Tabela 5.3.4).

Todos os experimentos de espectrometria de massa de alta resolucdo (ESI-HRMS) e
Andlise Elementar (CHN) confirmaram as massas, féormulas moleculares e pureza dos

derivados triazdlico das amidas da hederagenina (ver sessdo 5.2.18 e 5.8.7-32).

212



Tabela 5.3.4 - Dados de RMN de 3C (CDCls) dos derivados de triazdis com grupo amida no

carbono-28 (7a-0) e hederagenina (3a).

N2 3a 7a 7b 7c 7d 7e 7f 78 7h
C-1 39,14 38,26 38,25 38,25 38,25 38,25 38,24 38,24 38,26
C-2 26,52 25,85 25,85 25,86 25,84 25,85 25,84 25,84 25,87
C-3 73,76 76,63 76,60 76,73 76,68 76,61 76,64 76,65 76,73
Cc4 43,24 42,08 42,06 42,12 42,09 42,02 42,08 42,09 42,12
C-5 47,01 46,72 46,71 46,73 46,73 46,70 46,72 46,71 46,75
C-6 18,94 18,52 18,53 18,56 18,49 18,52 18,47 18,52 18,57
c-7 33,56 32,55 32,56 32,57 32,56 32,57 32,56 32,55 32,57
C-8 40,12 39,37 39,37 39,38 39,35 39,35 39,35 39,37 39,40
Cc-9 48,96 49,68 49,67 49,71 49,69 49,68 49,68 49,69 49,72
c-10 37,59 36,91 36,90 36,91 36,90 36,89 36,89 36,89 36,93
C-11 24,13 23,68 23,68 23,69 23,66 23,66 23,65 23,67 23,69
C-12 122,96 123,27 123,26 123,27 123,26 123,24 123,25 123,27 123,27
C-13 145,18 145,17 145,05 145,44 145,39 144,65 145,38 145,41 145,10
C-14 42,54 42,06 42,06 42,08 42,06 42,02 42,06 42,06 42,08
C-15 28,69 27,30 27,32 27,32 27,29 27,29 27,28 27,29 27,33
C-16 24,05 23,52 23,53 23,53 23,52 23,51 23,51 23,51 23,55
C-17 48,51 47,59 47,58 47,59 47,57 47,58 47,56 47,57 47,62
C-18 42,35 41,89 41,88 41,90 41,90 41,87 41,88 41,88 41,92
C-19 46,80 46,32 46,32 46,34 46,33 46,30 46,33 46,33 46,35
C-20 31,30 30,80 30,79 30,81 30,80 30,79 30,80 30,79 30,82
C-21 34,56 34,19 34,20 34,20 34,19 34,20 34,19 34,18 34,22
C-22 33,33 32,20 32,20 32,24 32,21 32,21 32,20 32,22 32,22
C-23 68,25 71,84 71,80 71,93 71,90 71,81 71,85 71,85 71,98
C-24 13,48 11,62 11,63 11,61 11,63 11,63 11,61 11,61 11,58
C-25 16,32 15,87 15,87 15,87 15,86 15,85 15,84 15,84 15,87
c-26 17,85 16,61 16,62 16,63 16,62 16,52 16,61 16,61 16,63
C-27 28,02 26,69 26,66 26,74 26,72 26,66 26,69 26,68 26,78
C-28 180,53 178,56 178,55 178,65 178,67 178,43 178,68 178,67 178,54
C-29 33,60 33,08 33,08 33,09 33,07 33,08 33,07 33,07 33,16
C-30 24,20 23,92 23,91 23,96 23,95 23,88 23,93 23,92 23,96
Carbonos substituintes do grupo amida (6, multiplicidade, J Hz)
C-31 - 35,14 35,12 35,16 35,16 35,02 35,15 35,14 35,15
C-32 - 144,28 144,29 144,31 144,31 144,23 144,29 144,28 144,34
C-33 - 122,55 122,97 122,72 122,68 122,37 122,67 122,75 122,91
C-34 - 53,93 53,93 53,47 53,55 49,10 53,50 53,53 51,55
C-35 - 134,60 134,10 136,83 133,69 136,88 134,95 136,57 133,72
C-36 - 128,19 123,68 131,15 129,82 131,20 129,54 129,11 132,44
(Br) (c) (c)
C-36’ - 128,19 130,56 126,71 129,82 130,04 129,54 126,22 130,58
()
C-37 - 129,19 133,36 123,20 132,36 128,99 129,39 135,11 130,41
(Br) (c)

Cc-37 - 129,19 130,56 130,72 132,36 128,99 129,39 130,46 127,65
C-38 - 128,89 128,25 132,06 123,08 128,99 133,17 128,23 130,09

(Br) (Cl)
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Tabela continua...

2 7i 7j 7k 71 7m 7n 70
C-1 38,24 38,25 38,23 38,25 38,24 38,23 38,24
C-2 25,83 25,85 25,82 25,84 25,84 25,84 25,87
C-3 76,57 76,64 76,52 76,65 76,68 76,67 76,66
Cc4 42,07 42,08 42,00 42,08 42,08 42,08 42,09
C-5 46,70 46,72 46,67 46,72 46,73 46,70 46,71
C-6 18,46 18,52 18,46 18,48 18,47 18,48 18,52
c-7 32,56 32,55 32,54 32,57 32,58 32,57 32,57
C-8 39,34 39,37 39,31 39,36 39,36 39,37 39,40
Cc-9 49,65 49,69 49,64 49,68 49,66 49,67 49,69
C-10 36,88 36,90 36,85 36,90 36,90 36,90 36,91
C-11 23,64 23,67 23,63 23,65 23,64 23,64 23,68
C-12 123,26 123,27 123,26 123,26 123,28 123,26 123,74
C-13 145,28 145,15 144,96 145,34 145,77 145,71 145,35
Cc-14 42,04 42,05 42,00 42,06 42,08 42,06 42,06
C-15 27,27 27,30 27,25 27,29 27,28 27,29 27,33
C-16 23,50 23,52 23,47 23,52 23,53 23,51 23,54
C-17 47,56 47,58 47,54 47,57 47,55 47,55 47,59
C-18 41,86 41,88 41,83 41,89 41,83 41,87 41,88
C-19 46,33 46,33 46,29 46,34 46,36 46,34 46,35
C-20 30,78 30,80 30,76 30,80 30,80 30,79 30,80
C-21 34,18 34,20 34,17 34,19 34,19 34,17 34,19
C-22 32,20 32,20 32,17 32,21 32,23 32,23 32,22
C-23 71,76 71,84 71,68 71,87 71,93 71,89 71,86
C-24 11,60 11,62 11,64 11,59 11,56 11,58 11,60
C-25 15,81 15,84 15,77 15,85 15,86 15,82 15,84
C-26 16,51 16,54 16,39 16,59 16,68 16,65 16,70
C-27 26,64 26,68 26,57 26,70 26,71 26,69 26,68
C-28 178,63 178,54 178,52 178,64 178,82 178,76 178,64
C-29 33,06 33,08 33,06 33,07 33,06 33,06 33,08
C-30 23,91 23,91 23,85 23,94 23,99 23,94 23,92

Carbonos substituintes do grupo amida (6, multiplicidade, J Hz)
C-31 35,07 35,08 34,94 35,14 35,19 35,14 35,15
C-32 144,26 144,27 144,16 144,29 143,34 144,30 144,33
C-33 122,74 122,71 122,59 122,58 123,19 123,02 123,28
C-34 47,22 47,80 41,30 53,51 53,19 53,18 50,96
(d, 3,5) (d, 4,2) (t, 3,9)

C-35 118,05 124,88 110,73 130,55 141,74 136,79 134,37

(dd, 3,7, 14,6) (d, 3,7) (t, 18,9) (d, 3,3)
C-36 160,85 (dd, 11,8, 160,66 (d, 161,42 130,11 128,80 123,87 147,58
249,3) (F) 246,7) (F)  (dd, 6,8, (d, 8,4) (NO,)

250,0) (F)

C-36’ 131,80 131,06 161,42 130,11 128,80 134,01 130,41

(dd, 4,6, 9,8) (d, 8,1) (dd, 6,8, (d, 8,4)

250,0) (F)
C-37 104,51 115,97 111,89 116,20 124,38 148,65 125,53
(t, 25,2) (d, 20,9) (m) (d, 21,6) (NO,)

Cc-37 112,20 (dd, 3,8, 121,89 111,89 116,20 124,38 130,33 130,60

21,5) (d, 14,5) (m) (d, 21,6)
C-38 163,42(dd, 11,6, 130,71 131,53 162,95 148,73 123,02 129,80

249,9) (F) (d, 3,2) (t, 102)  (d,246,61) (F)  (NOy)
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5.3.3. Ensaios bioldgicos

Ensaios citotoxicos

Os derivados triazolicos com ésteres (6a-0) e amidas (7a-0) da hederagenina foram
submetidas a teste de atividade antitumoral utilizando um ensaio de sulforodamina-B (SRB)
(SKEHAN et al., 1990). Os valores de ECso foram determinados por seis diferentes linhagens
diferentes de células de cancer humanas [518A2 (células de melanoma), células A2780
(carcinoma do ovario), HT29 (adenocarcinoma de cdlon), MCF7 (adenocarcinoma de mama),
A549 (cancer de pulmao), 8505C (carcinoma de tiredide)] e fibroblastos ndo-malignas de ratos
(NIH 3T3). Os valores de ECso mostrados na Tabela 5.3.5, foram calculados a partir da curvas
de dose resposta semi-logaritmicas por meio de regressdo ndo-linear, aplicando dois

parametros da equacdo de Hill-slope.

Em geral, a conversdo da hederagenina (He) em ésteres e amidas que ostentam uma
unidade de 1,2,3-triazol resultou em um aumento da citotoxicidade. Tal como mostrado em
todas as linhagens celulares de cancer humano. Ester substituido com um grupo 1,2,3-triazol
apresentaram maior citotoxicidade do que hederagenina (Figura 5.3.12). No entanto, alguns
derivados de amida com o grupo 1,2,3-triazol foram menos ativos do que hederagenina para
linhagens de células A549 (cancer de pulmao) e 8505C (carcinoma da tiredide) (Figura 5.3.13).
Estes resultados indicam que a presenga de um grupo volumoso ligado a carbonil-28 do
esqueleto triterpeno modula a sua atividade citotdxica. Resultados semelhantes foram
observados previamente para a o acido 23-hidroxioleandlico (He) quando na sua forma
natural (acido livre) foi observada citoxicidade 20-vezes mais baixa, em comparagao com os
derivados éster e amida correspondentes (ver capitulo 3). Os compostos 1,2,3-triazélicos que
possuem um grupo éster sdo geralmente mais citotdxica do que as amidas na posi¢ao-28. Por
isso, assumiu-se que as melhorias podem ser o resultado de diferentes mecanismos no
transporte dos compostos através da membrana ou o a traves de diferentes tipos de

integracdo na membrana celular (SIEWERT et al., 2013; PRADES et al., 2011).
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m518A2 mA2780 mHT29 mMCF7 mA549 m8505C m NiH 3T3

Valor de ECy,com intervalo de
confianca em uM

He 6a 6b 6c 6d 6 6f 68 6h 6i 6] 6k 6l 6M 6N 60

Figura 5.3.12 - Comparagao dos valores de ECso (a partir de ensaios de SRB, apds 96 h de

incubagdes com varias linhagens de células tumorais com um intervalo de confianga = 95/ ).

m518A2 WA2780 mHT29 WMCF7 mA549 m8505C ® NIH3T3

Valor de EC;,com intervalo de
confianga em uM

He 7a 7b 7¢ 7d 7e 7f 7¢ 7h 7i 7j 7k 71 7m 7n 7o

Figura 5.3.13 - Comparacao dos valores de ECso (a partir de ensaios de SRB, apds 96 h de

incubagdes com varias linhagens de células tumorais com um intervalo de confianga =95/ ).

Na linhagem celular MCF-7 (adenocarcinoma da mama) todos os derivados 6a-o e 7a-

o mostraram uma atividade citotdxica igual ou menor a 10 uM (Tabela 5.3.5).
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Tabela 5.3.5 - Citotoxicidade da hederagenina (He) e seus analogos 6a-0 e 7a-0 empregando

linhagens celulares tumorais humanas (518A2, A2780, HT29, MCF7, A549, 8505C) e

fibroblastos ndo-malignas de ratos NIH 3T3.

ECso* 518A2 A2780 A549 HT29 MCF7 8505C NIH3T3
He >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30
6a 16,3 14,1 18,4 2,8 9,3 15,3 11,8
6b 13,8 12,2 18,3 11,6 10,0 19,6 9,6
6¢ 4,0 3,7 3,7 3,7 3,2 3,7 3,4
6d 9,4 10,8 9,3 11,6 6,5 9,8 7,5
6e 12,5 11,7 15,8 7,7 8,8 24,8 9,2
6f 9,9 12,3 7,9 11,1 6,6 9,8 8,1
6g 4,0 3,8 3,8 3,5 3,1 3,7 3,1
6h 6,1 6,5 8,3 3,9 4,1 6,3 4,0
6i 10,2 11,7 9,5 9,9 7,1 9,7 9,3
6j 11,3 9,1 16,9 1,6 6,2 12,8 8,7
6k 11,3 10,5 10,7 3,0 7,6 12,6 8,5
6l 10,4 11,4 8,3 9,6 6,3 9,5 7,4
6m 21,8 7,4 25,9 9,7 5,2 >30 5,6
6n 4,1 3,6 3,7 3,5 3,2 3,6 3,1
60 17,5 10,8 14,9 7,1 9,1 18,5 11,8
7a 17,3 13,7 12,2 9,5 9,5 >30 10,1
7b >30 11,9 >30 8,2 5,9 >30 6,8
7c >30 21,3 19,1 10,8 6,2 >30 8,2
7d 10,9 12,2 27,5 16,3 4,5 >30 5,0
7e 29,0 14,7 >30 5,8 6,4 >30 6,7
7f 14,8 11,0 >30 14,0 6,0 >30 5,7
78 20,2 15,5 12,3 11,4 7,0 >30 6,7
7h 20,1 11,1 >30 7,3 7,0 >30 7,2
7i 12,3 11,2 10,4 7,9 6,9 18,1 7,8
7j 13,1 11,1 10,2 6,3 7,4 22,7 7,7
7k 12,9 10,3 25,9 5,2 7,7 15,8 8,3
71 9,5 10,5 26,8 7,8 9,2 25,2 7,5
7m >30 9,2 26,9 5,4 9,2 >30 8,1
7n >30 9,2 26,9 54 9,2 >30 8,1
70 >30 10,4 >30 6,6 10,1 >30 7,6

*Valores de ECso em UM para os ensaios SRB apds 96 h de tratamento; os valores sdo media
de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em triplicado cada; IC = intervalo

de confianga de 95/

Para a linhagem de células humanas HT29 (adenocarcinoma do célon), a atividade dos

compostos substituidos em orto (6b, 7b, 6n, 7n, 6j e 7j) diminuiu com o raio atdmico do

halogénio (Figura 5.3.14).
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Figura 5.3.14 - Citotoxicidade (valores de ECso em pM com erro padrdo (EP), a partir dos
ensaios de SRB) para a hederagenina (He) e os derivados 6a-0 e 7a-o usando a linhagem de

células humanas HT29 (adenocarcinoma do célon).

Além disso, o éster da hederagenina com o substituinte orto-fluorobenzil-1,2,3-triazol
6j foi o composto mais ativo contra a linhagem de células humanas HT29 com um ECsp = 1,6
UM. Este composto também exibiu alguma seletividade (S| é definido como o quociente dos
valores de ECso de acordo com a ECsonin 373)/ECsoflinhagem de células tumorais)) Na citotoxicidade
discriminar entre a linhagem celular de cancer HT29 e fibroblastos ndo-malignas de ratos NIH
3T3. Para este composto 6j, verificou-se que o indice de seletividade (IS) é = 5,4. Além disso,
o éster da hederagenina ligado ao benzil-1,2,3-triazol 6a (ECso = 2,8 uM) também derum uma

boa seletividade IS = 4,2 (Tabela 5.3.6).

218



Tabela 5.3.6 - indice de seletividade (IS) dos derivados triazolicos da hederagenina.

IS 518A2 A2780 A549 HT29 MCF?7 8505C
He - - - - - -
6a 0,7 0,8 0,6 4,2 1,2 0,7
6b 0,7 0,8 0,5 0,8 0,9 0,5
6¢ 0,8 0,9 1,0 1,0 1,0 1,1
6d 0,8 0,7 0,8 0,6 1,1 0,8
6e 0,7 0,8 0,6 1,0 1,2 0,3
6f 0,8 0,6 1,0 0,7 1,2 0,8
6g 0,8 0,8 0,8 0,9 1,0 0,8
6h 0,7 0,6 0,5 1,0 1,0 0,6
6i 0,9 0,8 1,0 0,9 1,3 0,9
6j 0,7 0,9 0,5 5,4 1,4 0,7
6k 0,7 0,8 0,8 2,8 1,1 0,7
6l 0,7 0,6 0,9 0,8 1,2 0,8
6m 0,3 0,7 0,2 0,6 1,0 -
6n 0,7 0,9 0,8 0,9 1,0 0,9
60 0,7 11 0,8 1,7 1,3 0,6
7a 0,6 0,7 0,8 1,0 1,0 -
7b - 0,6 - 0,8 1,1 -
7c - 0,4 0,4 0,8 1,3 -
7d 0,4 0,4 0,2 0,3 1,1 -
7e 0,2 0,4 - 1,1 1,0 -
7f 0,4 0,5 - 0,4 1,0 -
7g 0,3 0,4 0,5 0,6 0,9 -
7h 0,3 0,6 - 1,0 1,0 -
7i 0,6 0,7 0,7 1,0 1,1 0,4
7j 0,6 0,7 0,7 1,2 1,0 0,3
7k 0,6 0,8 0,3 1,6 1,1 0,5
71 0,8 0,7 0,3 1,0 0,8 0,3
m - 0,9 0,3 1,5 0,9 -
n - 0,9 0,3 1,5 0,9 -
70 - 0,7 - 1,1 0,7 -

*|S é definido como o quociente dos valores de ECso de acordo com o ECsgnin

3T3]/EC50 [linhagem de células tumorais])-

Os derivados de éster da hederagenina que possuem um substituinte m-bromo (6c),
m-cloro (6g) e m-nitro (6n) foram os compostos mais ativos contra todas as linhagens de
células humanas testadas até agora, mostrando valores de ECso variando entre 3,2-4,0 uM
para 6¢, entre 3,1-4,0 uM para 6g e entre 3,2-4,1 uM para 6m (Figura 5.3.15). Estes resultados
revelaram que estes compostos (6¢, 6g e 6n) sdo aproximadamente 30 vezes mais ativo do
gue a hederagenina (Tabela 5.3.5, Figura 5.3.15). No entanto, eles mostraram a seletividade

mais baixa entre as células malignas e ndo malignas (Tabela 5.3.6).
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Figura 5.3.15 - Citotoxicidade a partir dos ensaios de SRB da hederagenina (He) e os analogos

6¢c, 6g e 6n contra todas as linhagens celulares.

Para obter uma visdo mais profunda sobre seu modo de acdo, os compostos 6g e 6j
foram submetidos a experimentos adicionais usando o ensaio de exclusdo de corante de
laranja de acridina/iodeto de propidio (AO/PI). A Figura 5.3.16 mostra os resultados da analise
de fluorescéncia espectroscopica de células de cancer de mama (MCF7) apds o tratamento

com 6g (10 uM) ou 6j (10 uM) durante 72 h.

Geralmente, a morte celular por necrose é descrita por uma perda da integridade da
membrana celular e a integridade da membrana da célula pode ser investigada por um ensaio
de fluorescéncia microscépica com corante de exclusdo (AO/PI). Neste ensaio de laranja de
acridina (AO), como corante de fluorescéncia verde, permeia a membrana celular e manchas
de células mortas possuindo uma membrana intacta. Assim, as células tendo morto pela
ativagdo de um programado evento de morte celular mostraram fluorescéncia verde. lodeto
de propidio (Pl), no entanto, apenas manchas as células mortas com uma membrana de
células partidas; Assim, uma cor vermelha escuro é observada. A ocorréncia de pontos
vermelhos (compartimentos dacidos) indica um processo de apoptose dependente da

autofagia.

Na Figura 5.3.16 observou-se células tingidas com fluorescéncia verde, elas sao tipicas
de uma morte programada, ndo necrosante. A setas de cor verde claro, indica a formacao

tipica de bolhas de membrana; setas roxas clara indicam a formacao tipica de membrana de
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vesiculas na membrana do nducleo, e as setas azuis clara apontam para pontos de cor laranja

gue poderiam ser autofagossomas e indicar uma autofagia.

Control

Figura 5.3.16 - Ensaio de exclusdo com corante AO/Pl empregando células de cincer de mama
MCF-7, tratada com 6g (10 uM) ou 6j (10 uM) durante 72 h: Esquerda: controle; Média: células
tratadas com 6g; direito: células tratadas com 6j; As células de células flutuantes (mortas)
foram coletadas, lavadas com PBS e submetidas a uma investigacdo microscopica de

fluorescéncia.
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5.4. Conclusoes

Em resumo, uma série de 16 triazdis com grupo éster (6a-0) e 16 triazdis com grupo amida
(7a-0) da hederagenina foram sintetizados através do emprego de Cu (I) em reacdes
cicloadicdo 1,3-dipolar de alcino terminal derivados da Hederagenina (4x e 5e) com diversas

azidas benzilicas (a-0) com rendimentos na faixa 60-90/ .

Todos os analogos triazolicos de éster e amida da hederagenina preparados sdo inéditos.

Em comparagao com a hederagenina a maioria dos analogos exibiu maior citotoxicidade
contra todas as linhagens celulares de cancer testadas. Os derivados de éster tiveram maior
citototoxicidade do que as amidas. Além disso, os ésteres de 6¢, 6g e 6n foram os derivados
mais ativos contra todas as linhagens celulares testadas, mostrando valores ECsp na faixa de

3,0-4,1 uM.

Por outro lado, os derivados 6a e 6j foram os mais citotdxicos contra a linhagem de células
de cancer do célon (HT29) com ECso = 2,8 uM e 1,6 uM, respectivamente. Além disso, o
composto 6j mostrou alguma seletividade para a linhagem celular de cancer HT29, sendo
menos toxico para o fibroblasto ndo-malignas de ratos NIH 3T3 com indice de seletividade IS
= 5,4. Mas tambem, o composto 6a apresentou boa seletividade IS = 4,2 entre a linhagem

celular de cancer de colom (HT29) e fibroblastos de rato ndao-malignas (NIH 3T3).

Por meio de um ensaio de exclusdo de corante acridina AO/PI, empregando células MCF-
7, (adenocarcinoma de mama), os compostos 6g e 6j, atuam, principalmente, por um

mecanismo de morte celular programada.
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5.6.2. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (6b)
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5.6.3. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (6c)
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Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2,6-diclorobenzil)-1H-
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5.6.7. Espectros do (3pB)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(3-clorobenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (6g)
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5.6.8. Espectros do (3pB)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2-clorobenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (6h)
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Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2,4-difluorobenzil)-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-metila (6i)
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5.6.10. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2-fluorobenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (6j)
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5.6.11. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2,6-difluorobenzil)-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-metila (6k)
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5.6.12. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (6l)

pE8Y'0 —

09980
85/8'0-F
21680

68201/

$6SL°C
bILLT
L¥08°C
S/18'C

sz8€°E
89TH'€

£065° -t
9WT9E
9Zb9'E
Bwo.m\

T1CL'E

8§¢T'S
mﬁom.m/
vNHN.mW
s
LT0P'S ~
81St'S
mmmw.m\
wnom.m

0€£0°L
[4:14ar
PSP L\
96SC°L
LT,
€9LY'L /

8ST0°Z
mvvo.mW

-

.

8ST0°L

ShP0'L — —

0€L0°L~

8L~
PSP L~
965¢°L—
EVLTLS

’

7.10

f1 (ppm)

7.20

7.30

0.5

1.0

1.5

2.5 2.0

3.0

3.5
f1 (ppm)

4.0

4.5

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz)

96S5°TT —
1918'ST ~_
LT18°9T —
9/Eb'€T
69/9°€C
7816'ST —
08vS5°2€E
€6VT'EE
£586'9€
£902°8€ S
659€°6€
SHOETH
6€78'TH
£288'Th
$9£6°Sh
£618'9b
[919'LY
£058'6b
11TS°€S
614S°LS

280T'2L —
99S8'9L —

0LET'9TT ~
92y 91T~

EPEYTCT ~
S8¢6'ECT

wmmo.omﬁ
wvoﬁ.omﬁ
889€°0€ET
8601°0€T

vomw.mvﬁ >
L0E8EPT

€0SE'TIT —
LTP9P9T —

S0S8°ZLLT —

238

20

30

40

50

60

70

90 80
f1 (ppm)

100

110

120

130

150 140

160

170

180

Espectro de RMN de 3C (CDCls, 75 MHz)



E6LC

#80°¢CT

1
o0
4
N 6050 —
N
I .
5 81/8°0
- €880°T —
‘N
c
(]
K]
[e]
S
=
<
<
~
-
—
() TULT~
y-] 69787
2 598€°€
3 oomv.m/
ot €165°€
8KT9'E~\
.M 6TH9'E 7
mmww.m\
v 612LE
~
A\
c
©
9
§e]
x
o HZOT'S ~
K] 02€T'S
= 9855°5
° 9219'§ —
o0 8,995/
(o]
.
(32}
—
(=%
o=
o §
d —
0w ©
£3%
(8]
L] m €68E° L~
2 = o/
T4
i
B Q seoze
o 8 RMN.wV
S

NO,

- =00'T

=60

\ﬁw T0°¢

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)

4.5

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

8.0

Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz)

S6ESTTT —
T£28'ST~_
9688'9T —
TLL9°€T
/ST6'ST
££90°08 -
[T9'TE
¥6/5°2€
zepree/
£686'9E
6T65°6E
T06E Tt
0958 T
0668 Tt
£6€6'Sh

9898'9t
€019y
291861
6L0T°€S
080S°£S

£9T1'TL —
€9588'9L —

LELY'TTT
6beyvel 7
S6by bl

SbeL'8eT

7865 THT ~_
Z1S9°EPT —
8eoz b1/
LLETBYT

€CC6'LLT —

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

Espectro de RMN de 3C (CDCls, 75 MHz)

239



5.6.14. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(3-nitrobenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (6n)
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5.6.15. Espectros do (3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-oato de (1-(2-nitrobenzil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-metila (60)
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Espectros do (benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-en-28-

amida (7a)
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5.6.17. Espectros do (2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

en-28-amida (7b)
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5.6.18. Espectros do (3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

-28-amida (7c)

en

TLPP'0—

6998°0 —

POTT'T —

Br

820S'C~.
LTYST

6ELE°E
msv.m/
£ggsE ¢
oms.m%
£6€9'€ —
mms.m\
H01L'E
$T0E
%Hm.v/
STSEH L
689€'Y -,
PIEL Y
68t
L180'
686t

89S

86TH'S M
Pory'S -7
vwav.m /

06659
¥r19'9 V
T0€9°9 /

- S6'C

=ETT

PI0EY
68TEY
STSEP~_
689€" Y ~__

YIEY'y
68bb' Y
LTI8V' Y~
686v"Y ~_

€LO0V'L—

LeSv'L
TLLY'L~
YIS

= 8C¢

Frrt

= 0ET L

f1 (ppm)

4.55 4.50 4.45 4.40 4.35 4.30 4.25

S Mw 1ee
YOl
o
L @
7)
£
Q.
r e
od .
ol @ =1 S0'T
o 3
60°T| .
+0°C
o
L 0 1 260
wr| ™ 60'T
| [T

0.5

2.5 2.0 1.5 1.0

4.0 3.5 3.0

f1 (ppm)

4.5

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

Espectro de RMN de 'H (CDCl3, 300 MHz)

0919'TT
L0L8'ST A\
0g£9°91 /
9sgs ezt
vmmo.mm/
$098'52
8E18°0¢
(187
S160°€E |
9/0T'GE ~
O0b16°0€
RmN.mm*
28568
9206°Th
6080°Ch
89CT'Zh
bLbEDh
0zEL op
0b65 Lt
81L°6b
0LLt°€S

0SE6'TL —
T1S€L'9L —

LTt
2602°€2T W
88/T°€TT

V4 VA TA RS
882/ °0€T -7
€/ST'TET \
$690°ZET

$0ES'9ET

LETE BT ~
0SHb'SPT

00S9'84T —

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

180

Espectro de RMN de 3C (CDCls, 75 MHz)

244



5.6.19. Espectros do (4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

en-28-amida (7d)
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5.6.20. Espectros do (2,6-diclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-

12-en-28-amida (7e)
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5.6.21. Espectros do (4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

ida (7f)
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5.6.22. Espectros do (3-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-

en-28-amida (7g)
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5.6.23. Espectros do (2-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(3B)3,23-dihidroxiolean-12-

en-28-amida (7h)
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5.6.24. Espectros do (2,4-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-

amida (7i)
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5.6.25. Espectros do (2-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

en-28-amida (7j)
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5.6.26. Espectros do (2,6-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-

12-en-28-amida (7k)
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5.6.27. Espectros do (4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

amida (7I1)
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5.6.28. Espectros do (4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

en-28-amida (7m)
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5.6.29. Espectros do (3-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

en-28-amida (7n)
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5.6.30. Espectros do (2-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il-metil-(38)3,23-dihidroxiolean-12-

en-28-amida (70)
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6. Capitulo 5

Ensaios in vitro de diferentes derivados da
hederagenina na procura de potenciais compostos

com atividade anti-leishmania.
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6.1. Introdugao

A leishmaniose é uma doenca associada a pobreza causada por mais de 20 espécies de
parasitas protozodrios que pertencem a familia Kinetoplastida e ao género Leishmania. Possui
um amplo espectro de vetores de doencas com grande diversidade epidemioldgica e clinica.
A doenca é propagada no mundo por mais de 30 espécies de flebotomineos dos géneros
Phlebotomus e Leucemia (KAMHAWI, 2006). As espécies de Leishmania sdo geralmente
zoondticas e é transportada por roedores e canideos que sdo os principais hospedeiros
reservatorios. Os seres humanos sdo infectados por picadas de fleb6tomos onde os parasitas
invadem as células hospedeiras fagociticas (GUTIERREZet al., 2016). A epidemiologia da
infeccdo depende das caracteristicas das espécies de parasitas, as caracteristicas ecoldgicas
locais e dos lugares de transmissdao como também do comportamento humano (WHO, 2014).
Trés principais formas de leishmaniose sdo comumente observadas: (1) a leishmaniose
visceral, uma doenca fatal, onde parasitas invadem o figado, baco e medula dssea; (2) a
leishmaniose mucocutanea, uma doenca altamente desFigurante, cronica do tecido facial e
da mucosa da nasofaringe e (3) a leishmaniose cutdnea, uma doenca auto-limitante,

resultando na formacdo de cicatrizes no local da lesdo da pele (SINGH et al., 2014).

InfecgGes por leishmania sdo predominantes em mais de 98 paises, a maioria dos quais
estdao mal desenvolvidos ou em desenvolvimento. Em um relatério recente, estima-se que 0,2-
0,4 milhdes de novos casos de leishmaniose visceral (LV) e 0,7-1,2 milhdes de forma cutanea
(LC) da doenga ocorrem a cada ano em todo o mundo (DEN BOE et al., 2011; ALVAR et al.,
2012). Mais de 90/ dos casos de LV resultam em cinco paises: india, Bangladesh, Nepal,
Sudao, Brasil, e 90/ dos casos de LC ocorrem em sete paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Ira,

Peru, Ardbia Saudita e Siria (WHO, 2010).

Leishmania infantum é considerado o principal agente etiolégico da leishmaniose
visceral no sul da Europa além, a leishmaniose canina devido a L. infantum é uma das
principais zoonoses mundiais potencialmente fatais para os humanos e caes, que compdem o
principal reservatério de infeccdo para os seres humanos (WHO, 2014; SOLANO-GALLEGO et
al., 2011).
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No mundo inteiro, pesquisas sdo realizadas com o objetivo de desenvolver um
tratamento mais eficiente para leishmaniose. Uma droga leishmanicida segura, eficaz, barato
e verdadeiro ainda estd em demanda. Devido a falta de melhores terapias alternativas,
identificacdo de novas drogas e novos alvos biolégicos, para resolver este problema ainda é
uma tarefa importante para quimicos, bioquimicos e médicos em todo o mundo. Os produtos
naturais sdo uma fonte potencial de novos compostos que podem ser utilizados como um
medicamento ou como uma estrutura principal para o desenvolvimento de novos agentes
para o tratamento de vdérias doengas (MISHRA e TIWARI, 2011; NEWMAN e CRAGG, 2016),
incluindo algumas doencas tropicais negligenciadas como a leishmaniose (SINGH et al., 2014;

HUSSAIN et al., 2014).

Embora alguns produtos naturais tém sido relatados possuindo atividade contra L.
infantum, até os dias de hoje, poucos farmacos, incluindo alguns baseados em produtos
naturais estdo disponiveis para o tratamento da leishmaniose (SINGH et al., 2014). Entre as
varias classes de produtos naturais com atividade anti-leishmaniose, alguns triterpenos
pentaciclicos, tais como o acido betulinico, acido ursélico e seus derivados mostraram alguma
atividade (SINGH et al., 2014; HAAVIKKO et al., 2014; SOUSA et al., 2014; LOPES et al., 2011).
Recentemente, o 4acido oleandlico e lanosterol mostraram ser agentes leishmanicidas
potentes contra espécies de trés tipos de Leishmania (SOUSA MELO et al., 2016). Por outro
lado, a hederagenina demostrou ter uma actividade significativa, em comparagdao com a droga
comercial de antimonato de N-metilglucamina contra Leishmania infantum e Leishmania

tropica (MAJESTER-SAVORNIN et al., 1991).

Entre os medicamentos comerciais utilizados para tratar as diferentes formas de
leishmaniose, cada um tem desvantagens significativas em termos de custo (Anfotericina B
lipossédmica), toxicidade (Antimoniais, Miltefosina, e Anfotericina B lipossdmica),
teratogenicidade (Miltefosina) ou no desenvolvimento de resisténcia (Antimoniais,
Miltefosina, Paromomicina) (Figura 6.1.1). Diante deste cendrio e o crescente numero de
casos de leishmaniose notificados, especialmente nos paises menos desenvolvidos (WHO,

2015), a descoberta de novos medicamentos é essencial para controlar esta doenca.
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Figura 6.1.1 - Estruturas de alguns farmacos comerciais utilizados para tratar diferentes

formas de leishmaniose.

Nos capitulos 3 e 4 relatamos que a presenca de grupos volumosos ligados a carbonila-
28 da hederagenina potencializam a atividade citotdxica. Considerando que nenhuma
investigacdo detalhada sobre os efeitos de derivados hederagenina contra formas
amastigotas de leishmania estd disponivel, neste capitulo, descrevemos os resultados da
nossa investigacdao para essa doenca. Um total de 60 derivados de hederagenina foram

avaliados in vitro sobre a proliferagdo intracelulares de formas amastigotas de L. infantum.
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6.2. Material e Métodos

6.2.1. Sinteses dos derivados de Hederagenina

A sinteses dos derivados da hederagenina (1-60) esta descrita em detalhe nos capitulos

3ed4.

6.2.2. Avaliagdo dos compostos sobre o crescimento in vitro de formas amastigotas

intracelulares de L. infantum

A atividade in vitro dos compostos contra amastigotas intracelulares de L. infantum
(BH46) foi realizada usando macréfago canino (DH82). Estas células foram plagueadas a uma
concentrac¢do 5x10* macréfagos por poco em placas de poliestireno de 96 pogos (Cell Wells,
Corning Glass Works) e incubou-se a 37 °C, ambiente com 5/ de CO, em estufa (MAIA et al.,
2007; FERREIRA et al., 2012; DIAS et al., 2015). Apds 24 h, os macrofagos aderidos foram
infectados com promastigotas de L. infantum em fase estacionaria, em uma proporc¢do de 50
parasitos para cada célula hospedeira. Quatro horas apds da infeccdo, as culturas foram
lavadas trés vezes com PBS gelado (Tampdo fosfato-salino), para remover os parasitas
extracelulares. Logo em seguida, os compostos diluidos em RPMI foram adicionados nos pogos
nas seguintes concentragdes: 0,1; 1, 10, 100 e 1000 uM. Quatro replicatas foram realizadas
para cada concentragdo. Apds 48 h, as culturas foram fixadas com metanol gelado, durante
15 min e secas com ar quente. Para o desenvolvimento do teste de ELISA, as placas de cultura
fixadas foram lavadas trés vezes com 100 mL de PBS contendo 5/ de BSA (albumina de soro
de bovino); e para bloquear a ligagGes nao especificas, incubou-se durante 1 h a 37 °C com
esta mesma solugdo. Apds este periodo, foi retirada a solu¢do de bloqueio e adicionado soro
de paciente infectado com Leishmania sp (diluicdo 1:100) e incubou-se as placas durante 1 h
a 37 °C. Apos este periodo, as placas foram lavadas quatro vezes com PBS contendo 0,05/ de
Tween-20 (pH 7.4). Logo em seguida, 100 pl de IgG anti-cao conjugados com HPR (diluicao
1:2000) foram adicionados nos pocos. As placas foram incubadas durante 1 h a 37 °C, e em
seguida lavou-se quatro vezes com PBS contendo 0.05/ de Tween-20 (pH 7,4) antes de
desenvolver a reacdo. Para desenvolvimento, 100 uL de solu¢do de substrato (10 ml de
tampao de citrato, 10 mg de OPD, orto-fenilenodiamina, 2.0 mL de H,0,) foi adicionado a cada

poco. Apds 15 min, a reacdo foi parada pela adicdo de 30 ul da solugdo aquosa de acido
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sulfarico 2M (H;S04). A leitura da densidade éptica foi medida a 492 nm em um leitor de ELISA
(Molecular Devices, EUA). O tri-hidrato de tartarato de potdssio e antimonio foi utilizado como
controle positivo, nas mesmas concentra¢gdes dos compostos testados. O ICso (concentracdo
inibitdria de 50/ da multiplicacdo das amastigotas) foi calculado como se segue: primeiro, a
influéncia do fundo placa e da ligacdo de anticorpos ndo especificos para amastigotas de
Leishmania foram corrigidos, subtraindo o (densidade éptica) ODsgznm de macréfagos nao
infectados. Os resultados in vitro de atividade foram expressos como indice de inibicdo de
crescimento em relacdo aos controles de macrofagos infectados com amastigotas e nao-
tratados, metodologia adaptada de (NILUBOL et al., 2012). Como segue: INDEX = (ODagznm
pocos experimentais/ODag2nm controles ndo tratados) x 100. Para determinar a atividade do
composto, os dados de resposta de indice foram representados graficamente e modelados
por uma curva de dose-resposta com base em quatro parametros ajuste logistica (NILUBOL et
al., 2012). A concentracdo inibidora de 50/ do crescimento do parasita (ICso) foi determinada
como a concentracdo do composto capaz de reduzir o INDEX em 50/ (AULNER et al., 2013;

HANSEM e BROSS, 2010), utilizando o programa estatistico software Graph Pad Prism 5.0.

6.2.3. Ensaio de viabilidade metabdlica

Com intuito de avaliar o citotoxicidade das substancias que foram ativas sobre as
formas amastigotas de L. infantum, foi realizado o teste de metabolismo celular MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio). Esse método se baseia na dosagem da
atividade metabdlica de células viaveis utilizando o ensaio colorimétrico. O protocolo é
adaptado a partir de métodos da literatura (MAIA et al., 2007; FERREIRA et al., 2012; DIAS et
al., 2015; NILUBOL et al., 2012; AULNER et al., 2013; HANSEM e BROSS, 2010). Linhagens
celulares de epitelial spleenlike (BGM), hepatdcito humano do tipo (HepG2) e macréfagos de
cdo DH82 foram cultivadas em RPMI (Sigma) contendo 100 pg/mL de penicilina; 100 pg/mL
de estreptomicina e 10/ de soro fetal de bovino inativado. BGM, HepG2 foram plaqueadas a
1x 10* células por poco e DH82 foram plaqueadas a 5 x10* células por poco. Seis pocos sem
células foram utilizados como controles em branco. O ensaio de citotoxicidade de células BGM
e HepG2 foram testados para todos os compostos que foram ativos. Em seguida, 100 uL das
solugdes dos compostos foram adicionados a cada pogo e foram incubadas durante 48 h, a 37

°C em estufa contendo 5/ de CO,. Os compostos foram testados nas seguintes concentragdes
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0,1, 1, 10, 100 e 1000 uM. Apds o periodo de incubacdo, 10 uL de MTT 5 mg mL* de solucdo
foram adicionados a cada poco e incubado durante mais 4 h. Em seguida, o sobrenadante foi
removido e Formazan, o produto metabdlico de MTT, foi ressuspenso em 20 mL de DMSO. A
intensidade colorimétrica foi medida por densidade éptica a 560 nm num leitor de ELISA
(Molecular Devises, EUA). As células em branco e os poc¢os nao tratados foram usados como
controles negativos. Os valores de metade das doses letais (DLsg) foram calculados para cada

composto.

6.2.4. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrdao (DP) de quatro
repeticOes. Estes dados foram analisados utilizando o software Graph Pad Prism 6.0. Valores
de metade das concentracdes maximas de parasitas inibidoras (ICso) e macrofagos doses letais
(DLsp) foram obtidos a partir de andlise de regressdo nao linear das curvas de dose-resposta.

O indice de seletividade foi calculado pela razdo entre DLsp e ICso para cada composto.

6.3. Resultados e Discussao

6.3.1. Derivados da Hederagenina

Na realizagao dos ensaios de atividade leishmanicida foram usados vinte e um ésteres
derivados da hederagenina (1-21), nove amidas derivadas da hederagenina (22-30), trinta
derivados triazdlicos da hederagenina (31-60). Todos os compostos foram obtidos com um
rendimento de 35-97/ (Figura 6.3.1); A sinteses desses derivados estao descritas em detalhe

nos capitulos 3 e 4.
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TBTU, DIPEA, THF
R-NHg, 1t, 2 h
HO

OH  k.,co; DMF, rt,

R-Br,18 h

n,

X_Z  CuSO,5H,0,RN;,
Na-L-ascorbato,

° DCM/H 0 (1:1), rt,24 h
HO™ >7, X=0, 21 HO X=0, 31-45
OH X =NH, 30 (!)H X=NH, 46-60
Derivado R4 Derivado R4 Derivado X R, Derivado X R,

1 Benzil 16 p-CH3-benzil 31 (o} H 46 NH H
2 m-Br-benzil 17 m-CHj;-benzil 32 o m-Br 47 NH m-Br
3 m-NO,-benzil 18 3,5-OCHj3-benzil 33 o p-Br 48 NH p-Br
4 p-Br-benzil 19 2,6-Cl-benzil 34 (o} 0-NO, 49 NH o-NO,
5 0-NO,-benzil 20 etildioxanil 35 (o] m-NO, 50 NH m-NO,
6 m-Cl-benzil 21 propinil 36 o m-Cl 51 NH m-Cl
7 p-Cl-benzil 22 glicinil-metil 37 (o] p-Cl 52 NH p-Cl
8 o-F-benzil 23 fenilglicil-metil 38 (o] o-F 53 NH o-F
9 o-Cl-benzil 24 triptofanil 39 (o] p-NO, 54 NH p-NO,
10 0-CH3-benzil 25 etilpiperidinil 40 (o] p-F 55 NH p-F
11 o-Br-benzil 26 etilpirrolidinil 41 o o-Cl 56 NH o-Cl
12 p-NO,-benzil 27 etilpiridinil 42 (o} o-Br 57 NH o-Br
13 2,4-F-benzil 28 etilmorfolinil 43 (o] 2,6-Cl 58 NH 2,6-Cl
14 2,6-F-benzil 29 benzil 44 (o} 2,4-F 59 NH 2,4-F
15 p-F-benzil 30 propinil 45 (o] 2,6-F 60 NH 2,6-F

Figura 6.3.1 - Estruturas dos derivados da hederagenina (1-60).

6.3.2. Ensaios Biologicos

A atividade in vitro de hederagenina (He) e seus derivados (1-60) foi avaliada em
formas amastigotas de L. infantum (BH46) macréfagos parasitados (DH82). Inicialmente,
todos os compostos foram testados a 1000 uM a fim de selecionar aqueles com a atividade

mais promissora e os resultados sao resumidos na Tabela 6.3.1.

A partir desse ensaio e dos resultados obtidos foi verificado que a hederageninae 11
derivados (3, 4, 18, 19, 20, 22, 32, 34, 44, 49 e 52) apresentaram reducdo de 50/ na
multiplicacdo de amastigotas de L. infantum. Estes 11 compostos foram entdo sujeitos ao
mesmo teste em concentra¢des mais baixas de 0,1, 1,0, 10 e 100 uM. Junto com estes testes,

a viabilidade metabdlica de nove compostos e o controle positivo da droga foram testados
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com as células da linhagens epitelial BGM e hepatdcitos de baco humano HepG2, monitorando

microscopicamente utilizando o ensaio colorimétrico sal de tetrazélio (MTT).

Tabela 6.3.1 - Porcentagem de inibicdo da atividade in vitro sobre L. infantum, de

hederagenina (He) e os seus derivados (1-60) testado a uma concentracdo de 1000 pM.

Composto Inibicdo (/) Composto Inibigdo (/)
He 55,5 31 23,5
1 30,2 32 70,5
2 20,0 33 27,7
3 60,5 34 51,0
4 64,5 35 26,3
5 71,7 36 51,3
6 23,0 27 35,0
7 53,0 38 48,3
8 26,0 39 17,0
9 15,8 40 33,3
10 39,0 41 0
11 40,0 42 34,6
12 28,0 43 44,5
13 16,0 44 87,7
14 25,2 45 34,0
15 57,0 46 11,0
16 44,0 47 33,3
17 66,0 48 27,0
18 89,0 49 93,0
19 53,0 50 25,4
20 56,3 51 31,1
21 19,0 52 85,4
22 79,5 53 31,0
23 60,0 54 14,0
24 50,0 55 10,2
25 0 56 0
26 0 57 4,2
27 31,5 58 41,7
28 7,0 59 41,8
29 8,2 60 45,0
30 15,0

A hederagenina (He) e os onze derivados selecionados (3, 4, 18, 19, 20, 22, 32, 34, 44,
49 e 52) apresentaram bons resultados, evitando a proliferacdo de formas amastigotas

intracelulares de L. infantum (BH46), apresentando ICso entre 2 e 307 uM (Tabela 6.3.2).
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Tabela 6.3.2 - Atividade leishmanicida in vitro de hederagenina (He), seus derivados (3, 4, 18,
19, 20, 22, 32, 34, 44, 49 e 52) e controle positivo, contra os amastigotas intracelulares de L.

infantum parasita de macréfagos.

Toxicidade DH82 IS¢
Compostos 1Cso® Macrofagos forma amastigota
(uM) LDso® (uM) Intracelular
He 61,6 + 0,25 <1000 10
3 9,7+0,12 63,0+ 0,17 6,4
4 12,0+0,12 83,0+£0,21 6,9
18 110+ 0,14 - -
19 307 +£0,12 202+ 0,10 0,6
20 161+ 0,15 555+0,11 3,4
22 18,0+ 0,13 32,5+0,18 1,8
32 38,0+ 0,08 21,0+0,12 0,5
34 32,0+0,13 212 +0,12 6,6
44 11,0 £ 0,09 66,0 + 0,09 6,0
49 2,0+£0,16 45,0+ 0,15 22,5
52 6,0 £ 0,06 16,0+ 0,15 2,6
tri-hidrato de tartaratode 80,0+0,13 8,0+ 0,07 0,1

potassio e antimonio
3 |Cso = Dose referente a metade da concentragdo maxima do farmaco para inibir 50/
da multiplicagao das amastigotas.
b LDso = Dose letal minima que inibe 50/ do metabolismo dos macréfagos (DH86).
1S (indice de seletividade) = correspondente a razdo de entre o valor de LDsg e 1Csp.

Todos estes valores de ICso foram calculados a partir de quatro repeticdes. O registo
de curvas de dose-resposta sigmoidal [substancia] versus percentagem de inibicdo de formas
amastigotas intracelulares de L. infantum foi inicialmente construido e calculados os ICsp, tal

como ilustrado para alguns dos compostos avaliados (Figura. 6.3.2).

Entre estes, os compostos 18-20 foram menos ativos (com [Csp> 110 uM) em
compara¢do com o a droga comercial a base de sal de antimoénio (lll) utilizado como um
controle positivo (ICso = 80 uM). Os derivados 3, 4, 22, 32, 34, 44, 49 e 52 foram mais ativos
gue o produto natural (He) em si, mostrando que modifica¢cGes estruturais nesta pode resultar
em melhorias na bioatividade. Os derivados selecionados podem ser divididos em duas classes
principais que incluem ésteres e amidas. Cada uma destas classes foi dividido em dois grupos,
tendo ou ndo uma unidade de triazol. Por conseguinte, entre os ésteres que ndo tem o grupo
triazol, o mais ativo foram os derivados 3 que possui o grupo m-nitrobenzil com ICso = 9,7 uM

e o derivado 4 com o grupo p-bromobenzil com ICsp = 12,0 uM, respectivamente.
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ICso= 61,6 UM ICso= 9,7 UM IC,= 12,0 uM
r2=0,74 r2=0,88
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Inibi¢do (/)
o

0 2 4 0 2 4 0 2 4
Log [1 de He 0.1to 1000uM Log []de 30,1 to 1000pM Log[]de 40,1 to 1000uM
150
IC50=18,0 UM ICs= 38,0 UM ICso= 11,0 uM

ICso= 32,0 uM
r2=0,90

100 A\l\\ r2=0,88 r2=0,94 r2=0,92

2 0 2 4 0 2 4 0 2 4 0 2 4
Log []de 220,1 to 1000uM Log[]de 320,1 to 1000uM Log [] de 44 0,1 to 1000pM Log [] de 34 0,1 to 1000uM

Inibigdo (/)

150

ICso= 80,0 UM

IC50=2,0 UM ICop= 6,0 UM o
r2=0,90 220,96 3 ,
X

0 2 4 0 2 4 0 2 4

Log [] de 49 0,1 to 1000puM Log []de 520,1to 1000uM  |og [] tri-hidrato de tartarato de
potassio e antiménio 0,1 to 1000uM

100

50

Inibicdo (/)

Figura 6.3.2 - Experiéncia representativa da atividade in vitro da hederagenina (He) e seus
derivados (3, 4, 22, 32, 44, 34, 49, 52). A curva de dose-resposta comparada com a inibicdo

amastigota intracelular de L. infantum (BH46) foi realizada em quatro repeticoes.

O composto 22 foi o Unico derivado de amida ativo sem a unidade de triazol, com ICso
= 18,0 uM. Entre os derivados de triazdlicos, os ésteres 32 e 34 apresentaram ICso= 38 e 32
UM, enquanto que o derivado 44 com o grupo 2,4-difluorobenzil ligado ao anel triazoélico foi
guase quatro vezes mais ativo (ICso = 11,0 uM). Por outro lado, entre os derivados de triazol
de amida, os compostos mais potentes foi o derivado com o grupo o-nitrobenzil 49 com ICso

= 2,0 uM e o derivado 52 com o grupo p-clorobenzil ligado ao anel triazélico com ICso = 6,0

uM.

Tendo selecionado os compostos mais ativos, foram depois submetidas a um ensaio
de MTT e os resultados da dose letal para macréfagos (DH82) sdo apresentados na Tabela
6.3.2. A partir destes dados, observou-se que a droga de referéncia o antimoénio (Ill)
apresentou indice de seletividade igual a 0,1, que confirma a sua alta toxicidade, como ja foi

descrito por (FREZARD et al., 2009; HALDAR et al., 2011) e que também a hederagenina (IS =
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10) e todos os derivados apresentados tém maior Indice de seletividade variando de 0,5 a
22,5. De acordo com BADISA et al., 2009 e BEZIVIN et al., 2003, um indice de seletividade > 3
é necessario para o potencial candidato a farmaco. Como pode ser observado pelos resultados
da Tabela 6.3.2, a hederagenina e os derivados 3, 4, 34, 44 e 49 tém IS> 3, destacando ser

potenciais para testes in vivo.

Na sequéncia deste estudo de seletividade, a hederagenina e oito derivados foram
testadas para a citotoxicidade contra as duas estirpes do figado (HepG2) e células do baco
(BGM), a fim de avaliar os seus efeitos sobre diferentes partes dos organismos. Os resultados

sao mostrados na Tabela 6.3.3.

Tabela 6.3.3 - Dose minima letal e indice seletividade para hederagenina (He), seus derivados

(3,4, 22,32, 34, 44, 49 e 52) e controle positivo contra células BGM e HepG2.

Células do bago Estirpes do figado
Composto (BGM) Is® (HepG2) Isb
LDso? (uM) LDso? (uM)
He 57+0,33 0,9 <1000 16,2
3 314+0,18 32 70+0,86 5,2
4 116 £ 0,09 10 260%0,13 21,6
22 20+0,35 1 60,6 £0,13 3,5
32 78 +£0,10 2,0 19+0,11 0,5
34 15+0,13 1,3 57 +0,99 51
44 158 £ 0,10 4,9 >1000 >31,2
49 111 +0,08 55,5 >1000 >500
52 500,11 8,3 2,5%0,09 0,4
tri-hidrato de tartarato 131 +£0,09 1,6 31+0,07 0,3

de potassio e antimonio

2 Dso = = Dose letal minima que inibe 50/ do metabolismo das células BGM e HepG2.

bIS = IS (indice de seletividade) = correspondente & raz3o de entre o valor de LDsp e valores de ICso
presentados na Tabela 6.3.2.

Como pode ser observado a partir dos dados da Tabela 6.3.3, o composto usado como
a droga referéncia o antimonio (lll) apresenta DLso de 131 uM e 31 uM contra as células do
baco e do figado, respectivamente, e o indice de seletividade foide 1,6 e 0,31. Estes resultados
confirmam mais uma vez que o medicamento utilizado como agente leishmanicida é

altamente toxico.
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Considerando-se as células do bago, os derivados 3 e 44 apresentaram DLsp maior do
gue o valor correspondente para a droga de controle positivo, o antiménio (IIl). Apesar disso,
a informagao mais relevante considerando-se um candidato a farmaco é o indice de
seletividade, e neste caso sé a hederagenina e os derivados 22, 32 e 34 apresentaram 1S<2,0.
De acordo com este parametro os melhores compostos foram 3 (IS = 32) e 49 (IS = 55.5). Eles
foram entre 20 e 34 vezes menos tdxico para as células do baco em comparacdo com o

farmaco de referéncia (IS = 0,3).

Para as células de figado, unicamente os derivados 32 e 52 apresentam DLsp mais baixa
do que o controle de antimonio (lll). No entanto, em termos de seletividade todos os
compostos apresentam IS> 0,3, o valor encontrado para o controle positivo o antimoénio (lll).
Com base nos dados apresentados na Tabela 6.3.3, os compostos 3, 4, 44 e 49 parecem ser 0s
candidatos mais promissores para desenvolvimento adicional, uma vez que foram menos

téxicos para as duas linhagens celulares.

6.4. Conclusao

Foram utilizados sessenta derivados da hederagenina (1-60) para serem avaliados
sobre leishmania nas formas amastigotas intracelulares de L. infantum (BH46) parasitados
com macréfagos (DH82). Também foram realizados ensaios da viabilidade metabdlica
utilizando as células da linhagem BGM e HepG2, em comparagdao com uma droga como
controle positivo (a droga tri-hidrato de tartarato de potassio e antimdénio). Os resultados
revelaram boa atividade leishmanicida para alguns derivados da hederagenina, além de ter
boa seletividade e baixa toxicidade contra células BGM e HepG2. No entanto, a capacidade de
inibir o crescimento de Leishmania infantum foi dos derivados hederagenina 3, 4,44 e 49. O
seu bom indice de seletividade e baixa toxicidade indica que estes compostos podem servir

como novos candidatos para o tratamento da leishmaniose.
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7. Conclusao Geral
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7.1 Capitulo 1

O estudo da fracdo hexanica das sementes de S. saponaria L., permitiu verificar a
presenca de triacilglicerideos (TAG) com composicdo de 90/ do dleo. Além disso, foi
reportado pela primeira vez, nesta planta, metabdlitos secundarios do tipo Cianolipideo (CL),
especificamente do tipo Il denominado diéster de 1-ciano-2-hidroximetilprop-1-en-3-ol com
05/ da composicao do dleo. Desta maneira, confirma-se a quimiotaxonomia que apresenta
a familia Sapindaceae, onde em seus parentes apresentam metabdlitos secundarios do tipo

cianolipideo especificamente em suas sementes.

Os resultados deste capitulo permitiu a publicacdo de um artigo em maio de 2016 no
Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Arom ticas (BLACPMA) para
serem publicado no volume de novembro 15(6). Além disso, foi apresentado um resumo em
forma de painel na “399 Reuni o Anual da Sociedade Brasileira de Qu mica” 2016, Goiania -

Brasil.

7.2 Capitulo 2

Por meio de anadlises de CG-EM foi identificado, a partir do extrato etandlico

hidrolizado o eridotriol e as sapogeninas hederagenina e o acido oleandlico.

Do extrato hidrolisado foram isolados as agliconas hederagenina (3a), acido oleanolico
(3b) e o glicosideo 1-metoxi-5-metiltetrahidro-1H-piran-2,3,4-triol (3c). Esse ultimo composto
estd sendo reportado pela primeira vez nesta espécie de planta. Por outro lado, o extrato
hidrolisado apresentou O6leos essenciais com aroma agradavel, que ainda ndo foram
identificados, embora a partir da quimiotaxonomia desta planta, os compostos presentes

nessas fracdes poderiam ser sesquiterpenos e triterpenos ligados a acidos graxos.

Os resultados deste capitulo foram apresentado num painel na “379 Reuniéo Anual da

Sociedade Brasileira de Quimica” 2014, Natal - Brasil.
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7.3 Capitulo 3

A hederagenina foi a aglicona mais abundante no pericarpo da S. saponaria. Este
triterpeno pentaciclico foi derivatizado na posi¢gao-28 formando um total de 23 ésteres com
rendimentos na faixa 40-80/ . Também, usando reagentes de acoplamento, foram obtidos 1

éster e 9 amidas derivadas da hederagenina, com rendimentos na faixa 50-80/ .

Para todos os derivados (4a-x e 5a-e) foram testada sua atividade anti-tumoral contra
seis linhagens celulares de cancer humano, incluindo 518A2 (células de melanoma), A2780
(carcinoma de ovario), HT29 (adenocarcinoma do célon), MCF7 (adenocarcinoma de mama),
A549 (cancer do pulmao), 8505c (carcinoma da tirdide) utilizando o ensaio sulforrodamina-B
(SRB). Todos os analogos exibiram melhor citotoxicidade contra as linhagens celulares

tumorais testadas comparados com a hederagenina.

As amidas com substituintes etillpiperidinil (5f) e etilpirrolidinil (5¢) foram os derivados
mais promissores apresentando valores de ECso variando entre 1,1-6,5 uM. Para ter uma idéia
de seu modo de acdo, foi realizado um experimento adicional AO/PI com células de A2780
(carcinoma de ovario), usando microscopia de fluorescéncia onde revelo que o composto 5¢

atua, principalmente, por apoptose.

Os resultados deste capitulo permitiu a publicagdao de um artigo em 2015 na European
Journal of Medicinal Chemistry Vol.: 105, pg 57-62. Além disso, foi apresentado um resumo
em forma de painel no “5% Brazilian Conference on Natural Products - BCNP and XXXI Annual
Meeting on Micromolecular Evolution, Systematics and Ecology - RESEM” (5" BCNP) 2015,
Atibaia - Brasil.

7.4 Capitulo 4

Continuando com a derivatizacdao da hederagenina na posicao 28, uma série de 16
novos triazoles com grupo éster (6a-0) e 16 com grupo amida (7a-0) da hederagenina foram
sintetizados por meio da reacdao “click” partindo dos alcino terminal derivados da

hederagenina (4x e 5e) com diversas azidas benzilicas (a-0) com rendimentos na faixa 60-90/ .
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Os resultados anti-tumoral revelarem que, em comparacdo com a hederagenina, a
maioria dos analogos exibiu maior citotoxicidade contra todas as linhagens celulares de cancer
testadas, destacando que os derivados de éster eram mais citotdxicos do que as amidas. Além
disso, os ésteres de 6¢, 6g e 6n foram os derivados mais ativos contra todas as linhagens

celulares testadas, mostrando valores ECsp na gama de 3,0-4,1 uM.

Por outro lado, os derivados 6a e 6j foram os mais citotoxicos contra a linhagem de
células de cancer do célon (HT29) com ECso = 2,8 uM e 1,6 uM, respectivamente. Além disso,
0s compostos 6a e 6j mostraram alguma seletividade para a linhagem celular de cancer HT29,
sendo menos toxico para o fibroblasto ndo-malignas de ratos NIH 3T3 com indice de

seletividade IS = 4,2 para 6a e IS = 5,4 para 6j.

O modo de agcdo dos compostos mais ativos foi avaliado por meio de um ensaio de
exclusdo de corante acridina AO/PI, empregando células MCF7 (adenocarcinoma de mama).
Por esse teste foi verificado que os compostos 6g e 6j, atuam, principalmente, por um

mecanismo de morte celular programada.

Os resultados deste capitulo permitiu a publicagdo de um artigo em 2016 na European

Journal of Medicinal Chemistry Vol.: 115, pg 257-267. Também, foi apresentado como painel

no “16™ Brazilian Meeting on Organic Synthesis” (16" BMOS) 2015, Buzios - Brasil.

7.5 Capitulo 5

Nos capitulos 3 e 4 mostramos que a presenca de grupos volumosos ligados na carbonila-
28 da hederagenina modula a actividade anti-tumoral. Considerando que nenhuma
investigacdo detalhada sobre os efeitos de derivados de hederagenina sobre formas
amastigota de leishmania estd disponivel, 60 derivados de hederagenina relatados nos
capitulos 3 e 4, foram avaliado seu efeito in vitro sobre a proliferacdo intracelular de formas

amastigotas de Leishmania infantum.

Alguns derivados (3, 4, 44, 49 e 52), mostrarem actividade a nivel micromolar e baixa
toxicidade contra as duas estirpes do figado (HepG2) e células do bago (BGM). Além disso, a

capacidade dos derivados hederagenina 3 (ICso = 9,7 uM), 4 (12 uM), 44 (11 uM) e 49 (2 uM),
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para impedir a proliferacdo intracelulares de formas amastigotas de L. infantum e o seu maior
indice de selectividade e baixa toxicidade em relagdo ao controle positivo droga comercial de
escolha (tri-hidrato de tartarato de potdssio e antiménio) (ICso = 80.0 £ 0,13 uM, IS = 0.1),

fazem estes compostos promissores candidatos para o tratamento da leishmaniose.

Os resultados deste capitulo permitiu a publicacdo de um artigo em 2016 na European
Journal of Medicinal Chemistry Vol.: 124, pg 153-159. Também, foi obtida uma patente com
0s compostos mai ativos, deposito # BR1020160193370 (INPI).
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