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RESUMO
A presente dissertagdo descreve o isolamento de um triterpeno pentaciclico,
o lup-20(29)-en-3p-ol (lupeol), a partir de cascas de Parahancornia
fasciculata (Poir.) Benoist (Apocynaceae) e a utilizagao deste como material
de partida para a sintese de hibridos triazdlicos. O lupeol foi obtido por
percolagao exaustiva das cascas da P. fasciculata, coletadas no municipio de
Moju, PA. Tendo em vista a atividade antimalarica desse triterpeno e de
derivados triazélicos descritos na literatura, os produtos obtidos poderiam
apresentar atividade antimalarica superior aquela descrita para o lupeol. Os
hibridos triazodlicos do lupeol foram sintetizados por reacdes de cicloadigao
catalisadas por Cu (l) (reagcédo “click”), entre um alcino terminal e azidas
organicas. Dessa forma, o lupeol foi convertido no seu éter propargilico que,
por reacéo “click” com diferentes azidas organicas, levou a cinco derivados
triazolicos, todos inéditos, que foram denominados TB1 a TB6. Todas as
substancias foram caracterizadas pelos seus espectros no IV, HRMSe RMN
de 'H e de *C. A atividade antimalarica in vitro dos produtos obtidos foi
avaliada em culturas de Plasmodium falciparum resistente a cloroquina (clone
W2) pelo método da lactato desidrogenase (pLDH). O éter propargilico do
lupeol (TB1) foi a substéncia mais ativa apresentando reducdo da
parasitemia de 81%, na concentracdo de 50 pg/mL, enquanto que os
derivados triazdlicos foram menos ativos do que o lupeol, com valores de

reducdo da parasitemia variando de 9% a 26%.
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ABSTRACT

This manuscript reports on the isolation of lup-20(29)-en-3p-ol (lupeol), a
pentacyclic triterpene, from the stem bark of Parahancornia fasciculata (Poir.)
Benoist (Apocynaceae) and its use as starting material for the synthesis of
triazole hybrids. Lupeol was extracted by exhaustive percolation of P.
fasciculata stem bark which was collected in the municipality of Moju, PA.
Lupeol is known to present a moderate in vitro antimalarial activity while some
synthetic triazole hybrid compounds are reported as good antimalarials what
has motivated the present work in the hope that any lupeol triazole derivative
might be more active than Ilupeol. The Ilupeol triazole hybrids were
synthesized by cycloaddtion reactions catalized by Cu (l) (click reaction)
between a terminal alkyne and an organic azide. In a first step lupeol was
converted to its propagyl ether (TB1) which was submitted to click reactions
with different organic azides leading to five new triazole hybrids TB2 - TB6. All
the compounds synthesized were characterized by their spectrometric
analyses IR, HRMS, 'H and "®C NMR. The in vitro antimalarial activity of the
compounds was evaluated against chloroquine resistant Plasmodium
falciparum (W2 clone) by the lactate dehydrogenase methodology (pLDH).
The lupeol propargyl ether was the most active compound causing 81%
inhibition of the parasite growth in the concentration of 50 ug/mL while the
triazole derivatives were less potent than lupeol with inhibition growth ranging
from 9% to 26%.

ix



1.Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1 A malaria no mundo

A malaria, também conhecida como maleita ou paludismo, continua sendo um
dos principais problemas de saude publica mundial. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2012), foram registrados 219 milhdes de
casos de maléria e 660.000 mortes devido a esta doenca, em 2010. Cerca de
60% dos novos casos da doenca ocorreram na Africa subsahariana, onde 90%
sdo fatais. Ainda, segundo a OMS, em 2012, 3 mil criancas morreram de
malaria, por dia na Africa, e os custos, diretos e indiretos, dessa doenca para
0s paises sdo de, aproximadamente, US$ 2 bilhdes de dolares por ano. Essa
enfermidade mata, anualmente, duas vezes mais que a sindrome da
deficiéncia imunoldgica adquirida (do inglés AIDS) e mais que qualquer outra

doenca infecciosa no continente africano (OMS, 2012).

Embora com prevaléncia diferente, a malaria esta presente em mais de 90
paises. As regides mais afetadas, além da Africa, sdo América do Sul e Asia
(Figura 1) (OMS, 2005). No Brasil, segundo o Ministério da Saude, em 2011, 49
milhdes de pessoas viviam em area de risco e 99% dos casos da doenga se

concentram na regido da Amazénia Legal.

A malaria é tipicamente uma doenga do mundo subdesenvolvido. A alta taxa de
mortalidade esta relacionada a paises onde a populacdo vive em extrema
pobreza, com uma renda inferior a US$ 1,25 por dia. (World Malaria Report,
2012).
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B Arees com tranampsio de malels
] Avews com risco lienitado de tranamindo de malaris
[ Amas e tramamsdio de malarla

Figura 1: Area de prevaléncia da malaria no mundo, 2005. (Adaptado de
OMS, 2005)

1.2 A maléria no Brasil

A historia da malaria no Brasil comecou a ter destaque no final do século XIX,
qgquando uma grande epidemia explodiu na regido amazonica. Pelo fato da
borracha ter se tornado uma matéria prima preciosa levou a Amazénia uma
legido de trabalhadores que buscavam a riqueza imediata. Dessa migracdo
maciga, originou-se a primeira grande epidemia amazbnica de malaria
(Camargo, 2003).

A segunda grande epidemia de malaria no Brasil teve origem, no final do
século XIX, devido a construcdo de uma estrada de ferro que ligaria Santo
Antbnio (hoje parte de Porto Velho) a Guajara-Mirim, com o objetivo de dar
vazéo ao latex boliviano (Pinto, 1993). Assim, muitos brasileiros que la foram
trabalhar contrairam a doencga. Dessa forma, no inicio do século XX, a malaria
era endémica em todo o territério brasileiro, presente em todas as capitais do
pais. E apenas, ap0s a segunda guerra mundial, com o advento dos inseticidas

de acao residual, como o DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) e juntamente com
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medidas de saneamento ambiental, ocorreu uma drastica reducdo de novos
casos da doenca, ficando esta restrita apenas a regido amazonica (Alves et al.,
2002).

Uma importante caracteristica, que deve ser ressaltada quando se fala sobre a
histéria da malaria no Brasil, € que o controle da doenc¢a foi um sucesso em
todo o territério brasileiro, exceto na Amazonia. Isso pode ser explicado por
varios fatores: o primeiro deles € que o combate ao mosquito vetor, como por
exemplo, o Anopheles darling, € muito dificil, pois para isso seria necessario
borrifar inseticidas em toda a floresta amaz6nica, a qual € o habitat natural do
inseto. Um segundo fator que impossibilita a erradicacdo da doenca na regiao,
€ que a floresta Amazoénica, por ser uma floresta tropical, € o ambiente natural
de criadouros de mosquitos, entdo medidas de saneamento que visam destruir
tais criadouros iriam destruir a floresta como um todo. Assim, para essa
populacdo, que vive sob area de risco de contrair a doenca, resta apenas a
existéncia de medicamentos eficazes, que possibilite a reducdo da taxa de
mortalidade e os efeitos nocivos a salde humana ocasionados pela maléaria
(Camargo, 2003).

1.3 Ciclo de vida do parasito da malaria humana

A malaria é uma doenca parasitaria, transmitida pela fémea do mosquito
Anopheles ao humano (Vale et al., 2005). Ha quatro espécies de parasitas
responsaveis pela doenca: Plasmodium falciparum, P. ovale, P. vivax, e P.

malariae, sendo que o P. falciparum é o mais virulento. (WHO, 2005).

O ciclo do Plasmodium (Figura 2) inicia-se quando, esporozoitos, do parasito,
sao transferidos para a corrente sanguinea do homem, através da picada da
fémea infectada. ApOs entrarem na corrente sanguinea, esses esporozoitos
invadem as ceélulas hepaticas, dando inicio a fase assintomatica do ciclo, a qual
dura cerca de seis dias. Apés esse periodo, 0s esporozoitos dardo origem, a
partir de divisdo assexuada, a milhares de merozoitos. Estes irdo deixar as

células do figado e infectar os eritrécitos, iniciando o estagio sanguineo da
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doenca. A partir de reproducdo assexuada, em ciclos de 48 a 72 horas,
dependendo da espécie do Plasmodium, os merozoitos se desenvolverdao em
trofozoitos e esquizontes. Nesse estagio comeca uma nova fase, na qual os
esquizontes irdo se dividir em merozoitos eritrociticos, 0s quais ao romper 0s
glébulos vermelhos invadem um novo eritrécito. A ruptura das hemacias, pelos
merozoitos eritrociticos, provoca febre e calafrios, sintomas comuns da malaria
(White, 2004).

As fases assexuadas do ciclo sdo patogénicas e os individuos infectados
podem apresentar disfun¢cdes em varios érgaos do corpo (White, 2004). Além
disso, durante a fase eritrocitica, os parasitos utilizam a hemoglobina da célula
hospedeira como fonte de amino&cidos para a sua reproducdo (Vale, et al.,
2005).

Num processo induzido por stress, parte dos merozoitos, presentes na corrente
sanguinea, ndo se transformam em trofozoito nem, em esquizontes, mas sofre
diferenciacio em gametocitos masculinos e femininos, o0s quais s&o
transmitidos ao mosquito, quando este suga o sangue de um individuo
infectado, iniciando-se o ciclo no mosquito (Vale, et al., 2005). Dessa forma, no
interior do intestino, da fémea do Anopheles, ocorre a fase sexuada do ciclo, na
qual os gametdcitos femininos se diferenciam em macrogametas e 0s
masculinos em microgametas flagelados. Os gametas masculino e feminino
fundem-se, originando um zigoto, que se transforma em oocineto movel. Este
penetra a parede do intestino do mosquito, posicionando-se entre as
membranas exterior e basal, sob a forma de oocisto. No interior desses
oocistos, ocorre divisdo assexuada, produzindo milhares de esporozoitos, 0s
guais rompem 0 oocisto e migram para as glandulas salivares do mosquito, que

serdo inoculados ao homem no momento da picada (Wiesner et al., 2003).
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Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium, parasito da malaria humana.
(Adaptado de Vale et al., 2005)

1.4 Quimioterapia da maléaria

Devido a grande complexidade do ciclo de vida do Plasmodium a erradicacdo

da maléaria € um caminho longo e repleto de obstaculos.

Substancias com propriedades antimalaricas tém sido usadas desde tempos
remotos. Antes da Era Cristd, o Ch angshan, uma preparacdo que consistia na
pulverizagdo da raiz da planta Dichroa febrifuga, jA era conhecida pelos
chineses quanto a sua eficacia no tratamento da doenca (Vale et al., 2005).
Além disso, os indios peruanos, antes mesmo da chegada dos europeus ao
continente Americano, usavam a casca da quina, espécies do género Cinchona
(familia Rubiacae), para o tratamento da malaria e que deram origem ao
primeiro farmaco antimalarico, a quinina, isolada, na Franca, em 1829
(Camargo, 2003).
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Desde o século passado, um grande esforco vem sendo realizado na pesquisa
de novos antimalaricos de origem natural ou sintética (Vale et al., 2005).
Porém, até o presente momento, varios farmacos antimalaricos foram
inicialmente uma esperanca na erradicacdo da doenca, mas que ao longo do
tempo se tornaram ineficientes, ou, de uso limitado, devido ao aparecimento de
problemas como efeitos adversos graves ao homem e, em especial, a

crescente selecao de parasitos resistentes (Valeet al., 2005).

Os farmacos antimalaricos englobam um grande numero de moléculas

organicas, as quais sao, tradicionalmente, divididas em trés familias:

a) Derivados artemisininicos: sdo os derivados da artemisinina.
b) Aminodlcoois: que incluem os alcaloides da quina e as aminoquinolinas
sintéticas.

c) Antifolatos: antibioticos com atividade antimalarica.

1.4.1 FArmacos Artemisininicos

A artemisinina (Figura 3) é uma lactona sesquiterpénica obtida da Artemisia
annua L, uma planta medicinal chinesa (Wiesner et al., 2003). Essa substancia
€ 0 agente antimalarico de a¢do mais rapida, com melhoras no quadro febril em
32 horas (Giao e Vries, 2001). A artemisinina e seus derivados sé&o
esquizonticidas sanguineo com acdo mais rapida e mais potente do que a
cloroquina e quinina. Uma desvantagem ao utilizar esse farmaco no tratamento
da malaria é o curto tempo de meia vida dessa classe, cinco a sete dias, 0 que
implica a necessidade de um tratamento com uma frequéncia maior de

aplicacdo do farmaco (Giao e Vries, 2001).

Os derivados artemisininicos estdo sendo utilizados em combinagdes com
outros antimalaricos, com o objetivo de reduzir o tempo de tratamento e

minimizar a selecao de parasitos resistentes (Wiesner et al., 2003).
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Figura 3: Formula estrutural da artemisinina.

1.4.2 Aminoalcoois

1.4.2.1 Alcaloides da quina

Sao alcaloides extraidos da casca da Cinchona calysaia, planta da familia das
Rubiéceas, utilizados como monoterapias no tratamento da maléria. Porém,
devido aos seus efeitos adversos, ao nivel do sistema cardiovascular e a
crescente selecdo de Plasmodium resistente, tem se tornado necessario a
combinacdo com outros antimalaricos (Taylor e White, 2005; Wiesner et al.,

2003). Séo exemplos de alcaloides da quina:

a) Quinina e Quinidina (Figura 4): A grande vantagem da quinina, como
antimalarico, se deve ao fato, de que ela possui uma solubilidade
adequada para formulacdes intravenosas. Assim, é relevante para
pacientes que nao toleram medicacdo oral, porém a elevada dose
requerida pode levar a arritmia cardiaca grave (Taylor e White, 2005;
Wiesner et al., 2003). A quinidina € o diastereoisbmero da quinina, seu
uso é limitado por causa dos efeitos adversos ao nivel do sistema
cardiovascular. Estudos constataram que a quinidina € mais eficaz

contra cepas brasileiras de P. falciparum (Wiesner et al., 2003).

= H

HO N\}

Quinina Quinidina

Figura 4: Formulas estruturais da quinina e da quinidina.
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1.4.2.1.1Mefloquina

A mefloquina (Figura 5) tem acdo nas fases sanguineas do ciclo de vida do

parasito e a desvantagem do seu uso, € que este farmaco, por ser muito

lipofilico, possui uma elevada variabilidade farmacocinética, o que pode

conduzir a niveis subterapéuticos, além de ser muito toxica sendo

recomendado seu uso com certa cautela (Giao e Vries, 2001).

Figura 5: Formula estrutural da mefloquina.

1.4.2.2Aminoquinolinas

a) Cloroquina. E um dos antimalaricos mais importantes da histéria da

b)

industria quimico-farmacéutica (Figura 6). Esse farmaco € um potente
esquizonticida sanguineo, eficaz contra as formas eritrociticas de todas
as espécies do Plasmodium. Seu alvo terapéutico é o processo de
destoxificacdo do grupo heme resultante da degradagéo da hemoglobina
do hospedeiro (Neill etal., 1998). A primeira vez que se detectou, a
resisténcia do parasita & cloroquina foi em 1959, na Asia e América do
Sul. O principal mecanismo de resisténcia de Plasmodium a cloroquina
envolve o transporte ativo do farmaco, mediado por transportadores,
para o exterior do parasito (Ursos e Roepe, 2002). Com o objetivo de
aumentar a eficacia da cloroquina, ela é utilizada em combinacdo com
outros antimalaricos, como por exemplo, os antifolatos (Giao e Vries,

2001).

Primaquina. E o Unico agente que atua de maneira eficaz contra as

formas exoeritrociticas (hepéaticas) do parasito (Figura 6). Como possui
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atividade contra gametocitos, é o Unico farmaco bloqueador da
transmissdo da doenga entre o homem e o mosquito (Giao e Vries,
2001). Porém, em individuos com deficiéncia em glicose-6-fosfato
(G6PD) a primaquina esta associada a efeitos adversos como anemia
hemolitica ou meta-hemoglobinemia (conversdo da oxi-hemoglobina a
meta-hemoglobina, sendo incapaz de transportar o0 oxigénio aos

diferentes tecidos).

- o N
HNJ\/\/ \

_N
X
HN
P NH2
Cl N
Cloroquina Primaquina

Figura 6: Formulas estruturais das aminoquinolinas: cloroquina e
primaquina.

1.4.3 Antifolatos

Alguns antibiéticos classicos, como as biguanidinas e sulfonamidas (Figura 7),
agem inibindo a biossintese do folato, um fator de crescimento essencial para o
parasito. Porém, os antimalaricos desta familia sdo cada vez menos
empregados, pelo fato da resisténcia generalizada de Plasmodium a esses

medicamentos (Hyde, 2005).

0o :
NH_ NH_ NH cl
\r \l/ H,N S—NH
] ] Z
NH  NH 0 |
H NN

Proguanil Sulfadoxina

Figura 7: Formulas estruturais dos antimaléaricos da classe dos antifolatos:

proguanil, derivado biguanidinico e sulfadoxina um tipo de sulfonamida.
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A luta para a erradicacdo da maléria vem encontrando ao longo do tempo
varios obstaculos. Muitos esforcos foram direcionados na busca de novos
farmacos, porém muitas moléculas ja existentes ndo conseguem eliminar o
Plasmodium sem colocar em risco a vida do hospedeiro. Dessa forma, o
empenho ao combate & doencga deve ser cada vez maior. Por isso, diversas
estratégias sdo empregadas para descobrir um novo tratamento para a maléaria,
como por exemplo, o estudo cientifico de plantas utilizadas pelas populagées,

em diferentes paises, como medicamento no combate a doenca.

1.5 O uso das plantas medicinais

A utilizagdo de produtos naturais como compostos-modelo ou protétipos (“lead
structures”) para o desenvolvimento de novos farmacos e agroquimicos é uma
estratégia bastante antiga, mas que vem crescendo muito nos ultimos anos
(Copping e Duke, 2007).

A maioria das plantas medicinais da flora nativa brasileira é consumida apenas,
com embasamento popular, sendo suas propriedades terapéuticas propagadas
por usuarios e comerciantes, muitas vezes de maneira irregular (Junior & Pinto,
2005). Um exemplo dessa situacdo € o caso da Parahancornia fasciculata
(Poir.) Benoist, planta pertencente a familia Apocynaceae (Figura 8), conhecida
pelos nomes de amapa e amapazeiro (Van Den Berg e Silva, 1984). Trata-se
de uma arvore de grande porte, chegando a alcancar 40 metros de altura, com
troncos volumosos, folhas finas elipticas e sem pelos. Ocorre em clima tropical
umido, as margens dos rios e nas matas de terra firme de solo humoso e
argiloso (Sampaio, 2000). Nas cascas do tronco da P. fasciculata ha uma
exsudacdo latescente abundante, de sabor amargo, que é conhecida,
popularmente, como leite do amapa-amargoso, e que representa um produto
florestal importante para o mercado de Belém, PA (Serra et al., 2010). Esse
latex é utilizado pelas comunidades rurais e urbanas do estado do Para, como
um medicamento empregado em doengas inflamatorias, problemas

respiratérios e no tratamento da maléaria (Sampaio, 2000).
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Figura 8: Parahancornia fasciculata (Poir.) Benoist (Apocynaceae): arvore e
galhos com frutos. (Fonte: IBAMA e LPF)

Estudos fitoquimicos realizados com o latex e com o pé da casca do tronco da
P. fasciculata, evidenciaram a presenca, dentre outras substancias, de um
triterpeno conhecido como lupeol e ésteres do lupeol(3-O-acil lupeol) (Carvalho
et al., 2001). O lup-20(29)-en-3B-ol (Figura 9), ou simplesmente, lupeol, é um
metabdlito secundéario do tipo triterpenopentaciclico que apresenta funcdes
alceno e A&lcool secundario. Sua atividade antimalarica foi investigada
experimentalmente, demonstrando que este composto age nos eritrocitos
humanos, estimulando a formacéo de vesiculas internas ao longo de toda a
membrana da hemdécia, provocando assim, alteracdes irreversiveis nesta
célula. Tais mudancas impedem que o0s parasitas invadam os globulos
vermelhos, impossibilitando a reprodugdo de P. falciparum e,

consequentemente, o avango da doencga (Ziegleret al., 2002).

Figura 9:Foérmula estrutural do lupeol.
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Outra classe de produtos naturais que sdo comuns na natureza e que possuem
grande relevancia biologica é a dos alcalbides, que contém um heterociclo com
um atomo de nitrogénio (Pholshettiwar e Varma, 2008). Representantes desta
classe sdo os derivados da quinolina, a qual possui um amplo espectro de
atividade bioldgica, como por exemplo, atividade herbicida (Jampileket al.,
2009; Musiolet al., 2008), antifilariose (Chhajedet al., 2010.) e antimalarica
(Guantaiet al., 2010).

Um sistema heterociclico que tem despertado muito interesse ultimamente é
aquele do 1,2,3-triazol (Figura 10), pois muitas vezes corresponde a parte da
molécula responsavel pela sua atividade biolégica, ou seja, € 0 grupo
farmacofdrico (Whiting et al.,2006). Além disso, o anel 1,2,3-triaz6lico € de
origem exclusivamente sintética e pode ser utilizado como estratégia de
acoplamento entre duas ou mais moléculas de interesse visando a melhoria
das suas caracteristicas farmacoldgicas e farmacocinéticas (Medal e Tornge,
2008). Um exemplo € o trabalho realizado por Pagliali e colaboradores (2006)
que sintetizaram analogos do resveratrol, 0s quais apresentaram maior
atividade citotoxica e antiproliferativa quando comparados com o prototipo

natural (Figura 11). Ro

Figura 10: Formula estrutural dol,2,3-triazol-1,4-dissubstituido.

OH R
R
R
= N,
/N
R N
HO OH R
R
R=OH, H, OMe

Figura 11: Férmulas estruturais do resveratrol e analogos triazolicos.

12



1.Introdugdo

A sintese de derivados 1,2,3-triazélicos foi utilizada para obtencdo de um
hibrido entre uma cloroquinolina e uma chalcona (Esquema 1). O nucleo 7-
cloro-4-aminoquinolina da cloroquina, responsavel pela atividade inibitoria do
crescimento do parasito da maléria, o P. falciparum, foi incorporado as
chalconas, que também mostraram atividade antimalarica. Essa estratégia
explora a formacdo de farmacos hibridos, envolvendo a fusdo de duas
substancias com atividade biologica, resultando num composto também ativo
(Guantai et al., 2010).

N,
X Na v
N N
R + X Reagdo "clek’ R _
cl N \ 7
| N
0 o

Cl

Esquema 1: Sintese por reagao “click” de hibridos triazélicos a partir da 4-

azido-7-cloroquinolina e alcinos derivados de chalconas.

A formacéo de novas moléculas contendo o heterociclo 1,2,3-triazélico ocorreu
a partir da cicloadicdo entre um alcino terminal e uma azida organica, numa
reacao catalisada por cobre. Esta reacdo, popularmente chamada de reacdo
“click” (Sharpless et al.,2001), tem sido amplamente explorada por apresentar
caracteristicas desejaveis em sintese organica, como por exemplo, facilidade
de obtencdo dos materiais de partida, condigdes brandas de reagéo e a grande

estabilidade do produto (Sarachine e Gallo, 2009).

1.6 Reagao “click”

O conceito de quimica “click” foi introduzido por Sharpless, em 2001, para
descrever reacdes termodinamicamente favoraveis, que sdo capazes de
conectar duas moléculas de forma simples, com altos rendimentos e facil
execucdo. Além disso, essas reagfes sao regioespecificas, os produtos séo
obtidos com alto grau de pureza, sem necessidade de condi¢gbes especiais de

13
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reacao e os solventes sao, geralmente, inofensivos ao meio ambiente, como a

agua, ou entao, de facil remocéao (Sharpless et al.,2001).

Uma série de reacdes classicas da quimica organica se enquadra nas reacfes
“click” como: adi¢cdes a ligagdes multiplas carbono-carbono e a abertura
nucleofilica de oxiranas e aziridinas (Moses e Moorhouse, 2007). Dentre as
reagdes classificadas como reagbes “click” um exemplo perfeito dessa
categoria € a cicloadicdo 1,3-dipolar entre um alcino e uma azida organica
catalisada por Cu(l), com formacdao regioespecifica, do isdbmero 1,2,3-triazol-1,4
dissubstituido, também conhecida pela sigla em inglés CuAAC (Esquema 2)
(Sharpless et al.,2001). Pelo fato dessa reacdo ser muito utilizada e apresentar
todas as caracteristicas da quimica “click” passou a ser comumente chamada

de reacao “click”.

R2
N—4
cu(l N
NIN-N—R; + =R, Ul \'Tll
R1

Esquema 2: Reagao “click” entre um alcino terminal e uma azida

organica para formacado de um 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido.

Tendo em vista a praticidade da reagdao “click” e explorando a atividade
antimalarica do lupeol, tornou-se de interesse a obtencdo de hibridos deste
triterpeno com azidas organicas, com o objetivo de se estudar a atividade

antimalarica dos compostos formados.
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2. PROPOSTA DE TRABALHO

Devido a necessidade de substancias que possuam uma atividade
antimalarica relevante, sem colocar em riso a saude do homem, explorando a
atividade antimalarica do lupeol e a versatilidade da reagao “click”, objetiva-se
com este trabalho a sintese de novas moléculas com potencial atividade

antimalarica.

Uma estratégia promissora e amplamente explorada, para o desenvolvimento
de novos farmacos, consiste em efetuar a sintese de moléculas hibridas pela
combinacado de estruturas de substancias conhecidas, que apresentam uma
atividade antimalarica moderada ou fraca, na expectativa de que os hibridos
sejam mais potentes e com a redugéo dos efeitos adversos, como descrito no
trabalho de Viegas e colaboradores, 2007. Dessa forma, a proposta deste
trabalho baseia-se nesta estratégia e tem como objetivo a sintese, através da
reacao “click”, de hibridos 1,2,3-triazdlicos inéditos, com potencial atividade
antimalarica, a partir do lupeol.

De acordo com o esquema de sintese proposto para a obtencdo dos novos
hibridos (Esquema 3), os triazois serdo obtidos a partir da cicloadicdo 1,3-
dipolar catalisada por Cu(l), entre um alcino terminal, no caso, o éter
propargilico do lupeol, e diferentes azidas organicas. O lupeol, material de
partida, sera obtido a partir de cascas da P. fasciculata (Carvalho et al., 2001)
e as azidas organicas serado sintetizadas a partir de aminas e haletos

organicos de origem comercial.

i: NaH/THF /C3H3Br
ii: RN3/CuSOy/Ascorbato de Sodio/ HO/DCM

Esquema 3: Proposta de sintese de hibridos1,2,3-triazdlicos a partir
do lupeol.
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Para atingir os objetivos propostos neste trabalho, foram realizadas as
seguintes etapas:

sobtencéo e fracionamento cromatografico do extrato bruto de cascas
de P. fasciculata;

+hidrdlise alcalina de uma mistura de lupeol e ésteres do lupeol e
purificacéo do lupeol obtido;

¢sintese do éter propargilico do lupeol;

+sintese das azidas organicas;

ssintese dos 1,2,3-triazois por reagao do éter propargilico do lupeol
com azidas organicas obtidas;

¢elucidagao estrutural das substancias obtidas por métodos
espectroscopicos de analise;

srealizacdo de testes in vitro de atividade antimalarica e de

citotoxicidade com os produtos obtidos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencéo do lupeol

3.1.1 Material vegetal

As cascas da P. fasciculata foram coletadas de um exemplar localizado no
Campo Experimental da Embrapa Amazoénia Oriental, situado no Km 30 da
rodovia PA-150, Municipio de Moju, Estado do Para, em margco de 2011. O
material coletado foi identificado pela Prof®. Dra. Marlia Regina Coelho Ferreira,
da Universidade Federal Rural da Amazonia. Uma exsicata deste material foi
depositada no herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, em Belém/PA, sob o
namero ME202701.

3.1.2 Preparacao do extrato de cascas de P. fasciculata.

Um método usual para a extracdo de produtos naturais € por percolacdo
exaustiva, utilizando varios solventes, com gradativo aumento da polaridade
(Magalhdes, 2012). Porém, essa metodologia ndo foi empregada neste
trabalho, uma vez que, em estudo realizado anteriormente (Silva, 2013) foi
obtido, com sucesso, 0 extrato de triterpenos, a partir da alcalinizacdo do
material vegetal com hidréxido de amébnio e posterior extragdo com
diclorometano. Esta metodologia €, usualmente, empregada na extracdo de
alcaloides (Saldafia et al., 1997). No entanto, constatou-se a auséncia desta

classe de produtos naturais em P. fasciculata e a predominéancia de triterpenos.

Assim, ao realizar o tratamento do material vegetal com uma solucdo de
NH4OH, formam-se sais de compostos de natureza &cida, como os fenais,
presentes na planta e a percolacdo com diclorometano, possibilita a extracao,
predominantemente, de compostos neutros de baixa polaridade, como
triterpenos. Desse modo, obtém-se, no final, um extrato bruto com uma menor
diversidade de componentes, o que facilitou a purificacdo e a obtencéo do

lupeol.
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3.1.3 Fracionamento do extrato bruto de cascas de P. fasciculata por

cromatografia em coluna.

O extrato bruto foi submetido a separacado cromatografica em coluna de silica
gel, obtendo-se, no final, uma mistura do lupeol e de éster(es) do lupeol (3-O-
acyl lupeol). Esta mistura j4 era esperada, pois 0 triterpeno encontra-se na

planta na sua forma livre e como ésteres do lupeol (Carvalho et al., 2001).

3.1.4 Hidrdlise alcalina da mistura de lupeol e ésteres do lupeol obtida da

coluna cromatografica do extrato bruto de cascas de P. fasciculata.

Com o objetivo de se obter apenas o lupeol, a mistura lupeol e ésteres foi
submetida a uma hidrdlise béasica, também denominada de saponificagcdo, a

qual é uma das reacdes mais conhecidas da quimica organica.

O mecanismo proposto para a hidrélise basica (Esquema 4) é o ataque
nucleofilico do ion hidréxido, ao carbono carbonilico do éster, formando um
intermediério tetraédrico, o qual origina um acido carboxilico e um alcoxido, que
em meio basico formam o carboxilato e o alcool correspondentes (Clayden,
2008).

0 " 0
U ., & oH I
R/‘V' R,”” QOR, Ry ~o—H

T0R, + CH3CH,0-H R,OH + CH3CH,0"

O o)
I

CHiCHQ: + g /”\63H .

Ry DO + CHsCH,0-H

Esquema 4: Mecanismo de hidrélise basica de um éster.
(Fonte: Clayden, 2008)
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Apés a elaboracdo da reacado, obteve-se, no final, um sélido branco, o qual foi
submetido a analise por espectroscopia na regido do 1V (Figura 13, Pagina 31),
que evidenciou a presenca de uma banda intensa e larga em 3313cm™
correspondendo ao estiramento O-H de alcool e a auséncia da banda de éster
em torno de 1725 cm™, referente ao estiramento da ligagdo C=0 de carbonila.
Esse resultado confirmou que a hidrdlise dos ésteres do lupeol foi completa e a

substancia obtida era o lupeol.

3.2 Sintese dos derivados 1,2,3-triazélicos do lupeol

Para a obtencdo dos triazéis, a etapa chave da rota de sintese,foi a reacdo
“click”, ou, mais especificamente, a cicloadigao 1,3-dipolar entre um alcino
terminal e uma azida organica, catalisada por Cu(l).

3.2.1 Sintese do éter propargilico do lupeol

O alcino desejado foi obtido pela eterificacdo do lupeol com o brometo de
propargila, em presenca de hidreto de sédio, empregando-se como solvente o
THF (Esquema 5).

N ay

C3H3Br/NaH
—_—
THF
/\ O
=

Esquema 5: Obtenc¢éo do éter propargilico do lupeol (TB1).

Uma metodologia muito comum para se obter um éter, a partir de um alcool, é
reagir um alcéxido com um haleto de alquila. Quanto ao mecanismo da reacao

(Esquema 6), se o halogénio estiver ligado a um carbono primario, a reacao

19



3. Resultados e Discussdo

sera do tipo substituicdo nucleofilica bimolecular (SN;) (Clayden et al., 2008).
Este € o caso da reacado para obtencdo do éter propargilico do lupeol.

Os alcoois geralmente ndo sédo bons nucledfilos a ponto de realizarem um
ataque ao carbono eletrofilico. Para contornar esse problema, a estratégia
utilizada foi o tratamento do alcool (lupeol) com o hidreto de sddio (NaH). Este,
ao reagir com o lupeol, retira o hidrogénio da hidroxila, formando um alcéxido, o
qual € um bom nucleodfilo, capaz de promover uma reacdo do tipo SN

(Esquema 6).

O grupo abandonador (GA) é a espécie que deixa o carbono eletrofilico ap6s o
ataque do nucledfilo. Dessa forma, um bom GA é aquele que € estavel como
entidade livre, ou seja, € capaz de estabilizar sua carga negativa. Entre os bons
GAs, esta o ion brometo, pois por ser volumoso sua carga fica mais dispersa, o

que estabiliza a espécie.

Ao se realizar uma SN, deve-se levar em conta o efeito do solvente.
Inicialmente, escolhemos solventes aproticos, pois estes possuem a
capacidade de estabilizar cations, mas nao anions. Esta caracteristica favorece
a reacdo, uma vez que o solvente ndo ird solvatar o nucledfilo deixando-o,
portanto disponivel para o ataque nucleofilico. Para estabelecer condicGes
Otimas de reacdo foram empregados como solventes DMF, DMSO e THF.
Apesar do DMF e do DMSO possuirem uma capacidade superior de solvatar

cation, por questdes de solubilidade o THF apresentou melhor resultado.

Ha

* NaBr

TB1 (54%)

Esquema 6: Mecanismo da reacdo SN na preparacao do éter propargilico
do lupeol (TB1).

20



3. Resultados e Discussdo

Reacdes de eterificacdo exigem condicbes estritamente anidras, pois a
presenca de tracos de agua, no solvente utilizado, compromete os resultados.
Dessa forma, o primeiro passo foi tratar o solvente, THF, momentos antes da
reacdo. Outra providéncia foi empregar reagentes e vidrarias rigorosamente
secos e, por fim, a reacao foi realizada sob atmosfera de N,, obtendo-se como
produto um sdlido branco com rendimento de 54%,apds purificagdo em coluna

de silica gel.

3.2.2 Sintese das azidas organicas

Sabe-se que as azidas organicas e inorganicas sdo muito instaveis devido a
liberacdo de N, quando submetidas a aquecimento, friccdo ou choque
mecanico, sendo, portanto, explosivas. Além disso, as azidas sao muito
sensiveis a luz e a alguns compostos quimicos, como por exemplo, o &cido
sulfirico, que em contato pode provocar explosdo. Variacdo brusca e
acentuada de pressdo, também pode provocar a decomposicdo de azido-
compostos. Esse comportamento € explicado pelas ligacées do grupo azida,
que sado polarizaveis, o que pode resultar numa dissociacdo altamente
exotérmica liberando, além de N, s6dio metélico, no caso da azida de sodio, e

nitreno (Brase e Barnet, 2009).

Quando um grupo azida € introduzido num composto organico ele aumenta o
contetido energético deste em 290-355 kJ.mol™* (Brase e Barnet, 2009). Devido
a esta caracteristica, esse grupo € utilizado em formulagcbes para propelentes
de foguetes, explosivos e polimeros energéticos - HEDM (high eletronic density
materials). Por outro lado, devido a instabilidade do grupo azida, seu uso na
pesquisa e na aplicacdo pratica de novos materiais que os contenham, fica
limitado. Contudo, trabalhando-se com cautela e utilizando equipamentos de
seguranca pode-se explorar quimicamente este grupo. Dessa forma, o segundo
passo para a obtencéo dos 1,2,3-triazéis foi a sintese das azidas organicas 1-5

(Esquema 7).
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Cl N
3 NH, N3
) NanNgDMSO A
_ _ NaNO/HCI
cl N THF ~ CI N NaNy/H,0
1 (70%)
4 (45%)
NH, Na
Br N3
= NaNO,/HCI = |
N oon N
~ _N NaNyH,0 XX
NaNy/DMSO
—)
2 (60%) THF
Br N3 5 (40%)
2" "N NaNy/DMSO N\
| —— I
S THF S

3 (60%)

Esquema 7: Sintese das azidas organicas.

Primeiramente, foi sintetizada a 4-azido-7-cloroquinolina (1) (Esquema 7),

fazendo reagir a 4,7-dicloroquinolina com a azida de sédio (NaN3), uma reacao

do tipo substituicdo nucleofilica aromatica (SNg). O mecanismo desta reacao

envolve a adicdo de um nucledfilo a um anel aromatico, seguindo-se de

eliminacdo de um grupo abandonador, sendo este, em geral, um haleto. Outros

requisitos para uma SN, s&o. a presenca de um retirador de elétrons em

posicdo para e/ou orto ao GA e bons nucledfilos. A primeira etapa da SNy €

lenta devido a perda da aromaticidade do anel, provocada pelo ataque

nucleofilico ao carbono ligado ao grupo abandonador. A segunda etapa dessa

reacao é rapida, pois consiste na restauracdo da aromaticidade do anel devido

a saida do GA (Esquema 8).
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PRIMEIRA ETAPA: Adigéo

N3

Cl N3 Cl
Cl cl N
SEGUNDA ETAPA: Eliminagdo
N @i

|) — h * CrI

cl NJ Cl

N3

Esquema 8: Mecanismo da reacdo SN, ha sintese da 4-azido-7-

cloroquinolina (1) a partir da 4,7-dicloroquinolina.

Um fato que deve ser observado na formacdo dessa azida é, que a SNy
acontece em apenas um anel, como pode ser visto no Esquema 8. 1sso ocorre
porque, s6 em um anel ha um grupo retirador de elétrons para ao GA,que é o

nitrogénio piridinico.

Ao seguir os procedimentos descritos por Guantai e colaboradores (2010), nédo
se observou o consumo total do material de partida. Assim, elevando-se a
temperatura do meio para 90 °C e com o tempo de reacao igual a 18 horas,
evidenciou-se por CCD (eluente: hexano/acetato de etila na proporcdo 1:1;
reveladores: iodo e CAM) o consumo total da 4,7 dicloroquinolina. Apés
purificagdo por coluna cromatografica, obteve-se no final o produto com 70%

de rendimento.

Para a sintese das azidas de numero 2 e 4 (Esquema 7), foram utilizadas como
material de partida, respectivamente a 3-piridinamina e a anilina. A metodologia
de sintese empregada foi a reacdo de substituicio nucleofilica aromatica,
utilizando sais de diazénio, conhecida como reacdo de Sandmeyer (Clayden et
al., 2008). Esta reacdo consiste no tratamento de aminas primarias com nitrito

de sbédio em meio acido para se obter um de sal de diazénio que, em geral, é
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instavel (Clayden et al., 2008) e deve ser imediatamente submetido a reacao

com azida de sodio (Esquema 9).

+ N . HCI N
Na 0~ <0 —_— HO/ \\O

Nitrito de Sodio T
H+

H , H H
N=O" + R—NH, ——> N} o H ——» +N_ _OH
v U N T /RN
H H
A, OH e sNY OH \=N cr
/ \\N/" _— \\N/ 2 R—N=N CI
R <~— R »

Sal de Diazbnio

R—N=NClI'+ NaNg —2 5 R—Nj + N, + NaCl

Esquema 9: Equacdes gerais representando a sintese das azidas organicas

2 e 4 a partir das respectivas aminas.

Durante a reacdo de formacdo das azidas 2 e 4, foi necessaria a reducdo da
temperatura do meio para 0°C, com de objetivo de tornar o sal de diazdnio

mais estavel aumentando assim, o rendimento da reacao.

ApoOs a formacdo do sal de diazbnio, uma solucdo aquosa de NaNj foi
adicionada, formando-se a azida organica (Esquema 9). As azidas 2 e 4 foram

obtidas com rendimentos de 60% e 45%, respectivamente.

A obtencado das azidas de numero 3 e 5 (Esquema 7) foi realizada a partir dos
derivados bromados correspondentes e consistiu na substituicdo do bromo pelo
grupo azida, através de uma SN,. Os produtos foram obtidos com rendimentos

de, respectivamente, 60% e 40%.
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3.2.3 Sintese dos derivados triazélicos do lupeol por reagao “click”.

A obtencéo dos 1,2,3-triazéis consistiu na reacao entre as azidas organicas 1-5
e o éter propagilico do lupeol, TB1, via reagao “click”, conforme mostrado no

Esquema 10.

RN3/CuSO,/Ascorbato de Sodio
DCM/H,0

Esquema 10: Sintese de hibridos 1,2,3-triaz6licos dolupeol por reacdo

A CuAAc é conhecida pela sua alta eficiéncia sem necessitar de condicées
especiais de reacdo, como por exemplo, altas temperatura e pressao, além de
formar exclusivamente o regioisébmero 1,4-dissubstituido. Tais fatores fizeram
com que esse processo fosse explorado em varias aplicacdes sintéticas como
na quimica de polimeros, na ciéncia de materiais e na quimica medicinal. Na
quimica medicinal a reacado “click” € uma estratégia importante para a
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, além de possibilitar
modificagcdes dos ja existentes, com o objetivo de melhorar suas caracteristicas

farmacoldgicas e farmacocinéticas (Whiting, et al., 2006).

A reacéo original de Huisgen, para a formacéo do heterociclo, possui uma alta
energia de ativac&o (aproximadamente 25 kcal.mol™), o que resulta numa baixa
velocidade de reacdo, mesmo usando reagentes ativados e altas temperaturas.
Além disso, essa metodologia apresenta baixos rendimentos e misturas dos
regioisobmeros 1,2,3-triazolicos 1,4- e 1,5-dissubstituidos (Hein et al., 2009). O
aumento da eficiencia e da seletividade dessa reacdo sdo consequéncias
diretas do uso de cobre como catalisador. Ao adicionar um sal de Cu(ll), como
por exemplo o CuSO, a reacéo, esse sofre reducdo in situ,formando o acetileto

de Cu (). Isso faz com que o0 mecanismo da reagdo passe a ser uma

25



3. Resultados e Discussdo

sequéncia rapida de etapas, as quais envolvem intermediarios polares cujas
estruturas definem a regioespecificidade e a energia de formacao determina a
velocidade de obtencé&o dos produtos (Hein et al., 2009).

Estudos anteriores mostraram que o0 cobre muda drasticamente as
caracteristicas da reacao “click” (Sharpless et al.,2001), mas apenas ap0s 0S
experimentos realizados por Fokin e colaboradores, 2013, foi possivel
constatar que dois atomos de Cu(l) estdo envolvidos no mecanismo concertado
para a formacdo regiosseletiva do isémero 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido.
Dessa forma, um mecanismo proposto, onde sdo elucidadas as etapas
elementares envolvendo a formacao e a quebra de ligacdes esta representado
no Esquema 11. Inicialmente, ocorre a formacéo do acetileto de Cu(l), a partir
da complexacdo do metal com os elétrons ™ do alcino. Com a formacao deste
complexo, o pka do hidrogénio terminal do alcino que era igual a 25 reduz para
9,8 0 que possibilita a sua desprotonacdo em meio aquoso sem necessidade
de adicdo de base, seguido por uma nova complexacdo com um segundo
atomo de Cu(l). A proxima etapa, consiste na coordenacao do atomo de Cu(l)
com a azida organica. Neste intermediario, o cobre possui um efeito sinérgico,
pois torna o carbono B-vinilidénico do alcino mais nucleofilico e o nitrogénio
terminal da azida mais eletrofilico, o que favorece a formacéo do metalociclo na
etapa seguinte. Esta etapa, que é endotérmica e define a regioespecificidade
da reacédo, possui energia de ativacdo de 15 kJ.mol™, a qual é menor que a
energia de ativacdo para a reacdo nao catalisada, 26 kJ.mol™*, o que explica o
grande aumento da velocidade da reagcdo quando comparada com O processo
térmico de Huisgen (Medal e Tgrnoe, 2008). A contracdo do metalociclo
provoca a saida de um Cu(l), seguida pela formacéao do triazolila de cobre, o
qual, ao sofrer protondlise, leva a formacdo do 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido
(Fokin et al., 2013).
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N=N
\ Rl——H [Cu]
RN L | Cu]
"R? [Cu] ~ R—=—H
H +
H
H+
N=N
1 \
RN [Cu]
\R2
[Cu] R2 Rl——- [Cu]

/ 1 N\ /,,[Cu] N3— R?

N\/ ]« R[]
RV [Cu]
Esquema 11: Mecanismo da reagao “click” entre um alcino terminal e uma

azida organica levando, regioseletivamente, a um 1,2,3-triazol-1,4-

dissubstituido.

Com o objetivo de se aumentar a velocidade da reacéo, alguns pesquisadores
utilizam complexos de cobre envolvendo diferentes tipos de ligantes, como por
exemplo, Cu(PPh3),OAc (Gonda et al., 2010). Ainda ndo se sabe, ao certo,
como esse ligante provoca o aumento da velocidade, mas acredita-se que ele
interfira no equilibrio quimico em que o cobre participa, além de proteger o
Cu(l) de oxidacdo na presenca eventual de oxigénio (Medal e Tornge, 2008).
Outro fator que aumenta a velocidade da reacéo € a adicdo de base quando se
utiliza sais de Cu(l) como catalisadores, neste caso as bases mais usadas séo

as aminas (Rodinov et al., 2005).

Para se obter o 1,2,3-triazol-1,5-dissubstituido utiliza-se como catalisador o
ruténio coordenado ao ligante n°-pentametilciclopentadienila. Porém, esta
reacao é diferente da “click”, tanto em termos mecanisticos quanto em relagao

a sensibilidade a solventes e fatores estéricos (Zhang et al., 2005).
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Para se estabelecer as condigbes otimas da reagao “click” empregadas neste
trabalho, consultou-se, principalmente, o trabalho de Pereira e colaboradores
(2010). Assim, utilizou-se CuS0O,4.5H,0O como fonte de cobre e o ascorbato de
sédio como agente redutor. A principal vantagem deste método é a pouca
interferéncia causada pelo oxigénio dissolvido, que poderia reoxidar o Cu(l) a
Cu(ll), pois ele reage com o agente redutor, o ascorbato, o qual € utilizado em
excesso. Além disso, o método foi desenvolvido em um sistema bifasico: agua/
DCM (Lee et al., 2006). Este método favorece a reacado, pois a agua solubiliza
sais inorgéanicos e o ascorbato de sodio, além de preservar o acetileto de Cu (1)
em seu estado reativo, quando este é formado. Segundo dados da literatura
(Pereira et al., 2010) o produto deveria ser obtido em 24 horas de reacao.
Dessa forma, as reacdes foram acompanhadas por CCD confirmando o
relatado no trabalho de Pereira e colaboradores (2010). A Tabela 1 mostra as

condicbes das reacgdes “click” deste trabalho.

Tabela 1: Condi¢des da reagao “click” utilizadas para se obter os derivados

triazélicos
Reagentes/ Proporgéo Solvente Temperatura Tempo
Alcino (1) DCM (5 mL)/ 25°C 24 horas
Azida (1) H,O (5 mL)

CeHsOs (0,3) / NaHCO5 (0,3)
CuS0,5H,0 (0,3)

Os derivados 1,2,3-triazélicos do lupeol foram obtidos sem a formacdo de
qualquer subproduto o que facilitou a purificagdo. Com 0 objetivo de se retirar
todo o cobre, que poderia estar presente, complexado com os produtos,
preparou-se uma solucdo de EDTA, (acido etilenodiamino tetra-acético), 50%
m/v, tamponada com NH;OH a pH 9,5. Esse tampdo tem por finalidade
provocar a desprotonagao dos grupos acetato do EDTA, aumentando assim,
sua capacidade complexante devido ao efeito quelatogénico, favorecendo a
liberacdo do Cu (Il) que estaria complexado com o produto. Além disso, o Cu(ll)

também forma varios complexos sollveis com a amonia, o que favorece ainda
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mais a completa remogé&o do cobre eventualmente complexado com o produto.
Esse tratamento é necessario, pois o Cu (Il) € paramagnético e, por isso,
qualquer traco desse contaminante poderia alargar os sinais dos espectros de
RMN de *H e de *3C dos produtos, o que dificultaria, ou mesmo inviabilizaria a
caracterizagdo dos compostos. Apds realizar as extracdes das solucdes
contendo o produto, com a solugcdo de EDTA, observou-se uma coloragéo
azulada da fase aquosa, revelando a presenca de cobre como contaminante

nos derivadosl,2,3-triazdicos.

Neste trabalho foram obtidas cinco substancias contendo o nicleo 1,2,3-
triazolico, sendo todas inéditas, as quais foram denominadas deTB2 a TB6

engquanto que o éter propargilico do lupeol recebeu o cédigo TB1. As formulas

estruturais e os rendimentos dos produtos estdo mostrados na Figura 12.

TB1 |
(54%)

TB2: R= N TB4: R= =\ TB6: R=
(65%) _ c0%) (] (70%)

Cl N

TB3:R= TBS5: R=
(45%) [ (75%)

Figural2: Férmulas estruturais e rendimentos do éter propargilico do

lupeol (alcino, TB-1) e dos hibridos 1,2,3-triazdlicos do lupeol
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3.3 Caracterizagdo espectromeétrica das substancias obtidas

Os produtos obtidos foram caracterizados utilizando as técnicas de
espectroscopia na regido do infravermelho (IV), de RMN de 'H e de *3C e
espectrometria de Massa. O lupeol, por ser um produto natural vastamente
conhecido, e as azidas orgéanicas, por possuirem uma alta simplicidade
estrutural, foram caracterizados apenas pelas técnicas de espectroscopia na
regido do IV e de RMN de *H e de C.

3.3.1 Caracterizacéo do lupeol

O lupeol apresentou-se como um sélido cristalino branco, em forma de
agulhas, e com a faixa de fusdo de 218,4-220,3°C. Seu espectro no IV (Figura
15) mostra diversas bandas esperadas para a estrutura, sendo que a principal
delas é a banda larga e intensa em 3313 cm™ referente ao estiramento da
ligacdo O-H de alcool. Além dessa, foram observadas também bandas em
torno 3060 cm™ referentes aos estiramentos das ligacées C-C de grupo de
alceno; em 2943 cm™ e 2872 cm™ referentes ao estiramento da ligacdo C-H de
metila; em 1452 cm™ e 1379 cm™ referentes a deformacéo das ligages C-H de
grupos metileno e de metila, respectivamente. Em 1638 cm™ observa-se uma
banda referente ao estiramento assimétrico de C=C, em 1042 cm™ devido ao
estiramento da ligacdo C-O e em 878 cm™ referente ao dobramento fora do
plano da ligagdo C-H de vinila (Pavia, 2012).
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Figura 13: Espectro na regido de infravermelho do lupeol.

No espectro de RMN de *H (Figura 14) observam-se dois simpletos largos em &
4,68 e 04,56 referentes aos dois hidrogénios da ligagédo dupla terminal (H-29).
Outra caracteristica desse espectro é o dupleto duplo em 63,18 (J=5,8 e 8,6),
atribuido ao H-3 (MIRANDA, 2007).
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Figura 14: Espectro de RMN de *H do lupeol (200 MHz, CDCl).
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3. Resultado e Discussdo

No espectro de RMN de **C e com o auxilio do subespectro DEPT135 (Figura
15) foram observados 30 sinais correspondentes a sete grupos CHgz, onze CHoy,
seis grupos CH e seis atomos de carbono ndo hidrogenados. Uma
caracteristica peculiar desse espectro é a presenca de dois sinais com
deslocamento quimico em ¢ 109,54 e em ¢ 151,13 referentes aos carbonos
olefinicos C-29 e C-20, respectivamente, e um sinal em 678,17 relacionado ao
carbono C-3. Esses dados, somados aos outros sinais visualizados no espectro
de RMN de '3C (Tabela 5) permitiram confirmar que a substancia, obtida apés
hidrélise alcalina de fracdes da coluna cromatografica do extrato bruto em
diclorometano de cascas de P. fasciculata, tratava-se do lupeol (Mahato e
Kundu, 1994).
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Figura 15: Espectro de RMN de **C e subespectro DEPT135 do lupeol (200 MHz,

CDCly).
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3. Resultado e Discussdo

3.3.2 Caracterizacédo da 4-azido-7-cloroquinolina (1)

No espectro da regido do IV da azida 1, Figura 16, foram observadas as
principais bandas caracteristicas desse composto, sendo que a mais
significativa, a que diferencia a azida do seu precursor 4,7-dicloroquinolina, é a
banda em 2124 cm™, referente ao estiramento da ligacdo —N=N"=N". Além
dessa, observa-se bandas em: 3036 cm™ devido ao estiramento C-H de
aromatico; em 1566 cm™ e 1557 cm™ referentes ao estiramento da ligacdo C=C
de aromaético e as em 1301 cm™ e 1071 cm™ devido aos estiramentos C-N e

C-Cl respectivamente.
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Figura 16: Espectro na regido de infravermelho da azida 1.

No espectro de RMN de 'H da azida 1 (Figura 17), observam-se cinco sinais
aromaticos, referentes aos hidrogénios do nucleo quinolinico. Assim, o0s
dupletos em 6 8,76 (Juo-nz 4,9) e em o6 7,04 (Jus-w2 4,9) referem-se,
respectivamente, aos hidrogénios H-2 e H-3 que acoplam entre si. Além
desses, observam-se também um dupleto duplo em 67,40 (J e-Hs 8,92 € Jue-Hs
1,8) devido ao H-6, o qual acopla com H-5 em orto e com H-8 em meta, e dois
dupletos em 6 7,88 (Jus-me 8,92) e em o6 7,99 (Jusne 1,8) referentes aos

hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente.
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Figura 17: Espectro de RMN de *H da azida 1 (200 MHz, CDCl5).

No espectro de RMN de **C e com o auxilio do subespectro DEPT135 da azida
1 (Figura 18) observam-se 0s nove sinais referentes aos carbonos da molécula
em: o 151,35 referente ao C-2, em ¢ 149,61 devido ao C-10, em 6136,59
referente ao C-4, em 6146,33, em 06128,26 e 0 em 6127,55 referentes aos
carbonos C-7, C-8, C-5, respectivamente. Sdo observados também os sinais
em o 123,80, ¢ 119,95 e em ¢108,75 devido aos C-6, C-9, e C-3,

respectivamente.
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Figura 18: Espectro de RMN de *3C e subespectro DEPT135 da azida
1 (200 MHz, CDCly).

As demais azidas foram caracterizadas de maneira analoga, sendo que 0s
deslocamentos quimicos (6 em ppm) a multiplicidade dos sinais (Multi.) e os
valores das constantes de acoplamento (J, em Hz) observados nos espectros
de RMN de 'H e de *C das azidas estdo mostrados nas tabelas 2 e 3. Os

espectros no 1V, e de RMN de *H e de **C s&o apresentados no Anexo .
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Tabela 2: Comparacéo dos dados de RMN *H das azidas 1, 2, 3, 4 e 5.

3. Resultado e Discussdo

N3 N3 N3 N3
AP 3 § Na 5
6 X3 4 =z | 2 1 1 1
2" °N 2 2
7N 10 N7 2 s N
6 5 3 3
4 4 4
Hidrogénio ) Multi J ) Multi 5 Multi J S Multi J ) Multi J
H2 8,76 D 49 8,3-8,4 * - - - 7,01 d 7,5
H3 7,04 D 49 - - 8,6 d 10,3 7,33 t ;g Em 57.32a7,35
! multipleo para 5
Ha - - - 7.26- * 7 | ddd 1.8 708 | d 75 l;]itlj?ogéﬁios
7,34 7,6
' ! referentes aos
10,3
H5 7,88 D 8,92 * 7,34 d 7,6 4,32 S -
H6 7,40 dd 8,92 8,3-8,4 * 8,6 d 2,8
1,80
H7 - - - 4,5 s -
H8 7,99 D 1,80

*Em 6 8,3 a 8,4 multipleto para dois hidrogénios referentes ao H2 e H6
*Em 67,26 a 7,34 multipleto para dois hidrogénios referentes ao H4 e H5
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Tabela 3: Comparacéo dos dados de RMN *3C das azidas 1, 2, 3, 4 e 5.

3. Resultado e Discussdo

N3 N3
N N
: ; Na 6 3 5
472 2 PN 2 2
— 2 |
Cl—7 g 10°N N N 3 5 3 3
6 /1 4 3
4
Carbono 5 | DEPT- Sc 5 |DEPT-| & 5 |DEPT-|[ & s | DEPT- 5 5 | DEPT- e
135 135 135 135 135
C1 - - - - - - - - - 140,21 C - 136,6 C -
Cc2 151,35 CH 151,4 146,05 CH 146,05 | 155,88 C - 119,23 CH 119,0 129,05 CH 129,0
C3 108,75 C - 137,13 C 137,17 | 123,09 CH 123,08 | 129,96 CH 129,96 | 128,43 CH 128,40
C4 136,6 C - 126,0 CH 126,0 | 137,17 CH 137,17 | 125,08 CH 125,0 128,51 CH 128,51
C5 127,55 CH 1275 124,0 CH 124,0 122,14 CH 122,14 55,02 CH, 55,01
C6 123,80 CH 123,8 141,34 CH 141,34 | 149,83 CH 149,83
Cc7 146,33 CH 128,27 - - - 56,82 CH, 56,82
C8 128,26 CH 129,37 - - -
C9 119,95 C 119,98 - - -
C10 108,75 C 108,77 - -
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3. Resultado e Discussdo

3.3.3 Caracterizacédo do 3B-3’(prop-2’-in-1’-iloxi)lup-20(29)-eno (2) (TB1)

O espectro no IV de TB1 (Figura 19) mostra bandas caracteristicas dessa
substancia em 3253 cm™ e em 2112 cm™ referentes aos estiramentos das
ligacbes de C-H de carbono sp e de C=C, respectivamente e uma banda
intensa em 1071 cm™ caracteristica do estiramento da ligacdo C-O de éter. As
demais bandas sdo semelhantes as apresentadas no espectro no 1V do lupeol
(Figura 15) ja discutidas anteriormente.
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Figura 19: Espectro na regido de infravermelho do 33-3’(prop-2’-in-1’-
iloxi)lup-20(29)-eno (TB1).

No espectro de RMN de 'H de TB1 (Figura 20), observam-se os sinais
referentes aos H-29 como dois simpletos em 64,69 e §4,57. Além disso, pode
se observar neste espectro um dupleto duplo em 62,99 (Jgiaxia 11,6 € Jequatorial-
axial 4,0) devido aos acoplamentos dos tipos diaxial e equatorial-axial de H-3
(axial) com os dois hidrogénios em C-2. Ainda neste espectro ha dois dupletos
duplos em 6 4,22 e ¢ 4,14 referentes aos dois hidrogénios H-1" da unidade
propargila (J 2,4 e 16). A multiplicidade de H-1’ pode ser explicada pelo fato de

que os dois hidrogénios ndo sdo quimicamente equivalentes devido a sua
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3. Resultado e Discussdo

proximidade do C-3 que é um carbono quiral. Dessa forma, os H-1" acoplam-se
entre si e com o H-3 resultando em dois dupletos duplos. Pelo fato dos
deslocamentos quimicos dos H-1' serem muito proximos o0s sinais se
aproximam, aumentando a intensidade das linhas internas, fazendo com que a
multiplicidade do sinal figue semelhante a um dupleto quadruplo. Outro sinal
gue também se destaca nesse espectro € o tripleto aparente em 62,35 (J 2,4)

referente ao H-3’, o qual est4 acoplado com os H-1’.
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Figura 20: Espectro de RMN de *H do 3pB- 3'(prop-2’-in-1’-iloxi)lup-20(29)-
eno (TB1) (400 MHz, CDCl3).

No espectro de RMN de *C e com o auxilio do subespectro DEPT135 do TB1
(Figura 21) os sinais que se destacam sdo os referentes aos carbonos do
nacleo propargila em 663 devido ao C-1’, em 648,12 devido ao C-3' e 0 em &
43,07 referente ao C-2'. Os demais sinais sdo semelhantes aos sinais do lupeol

(Figura 15) ja descritos anteriormente.
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Figura 21: Espectro de RMN de *C e sub-espectro DEPT 135 do 3p- 3'(prop-
2’-in-1’-iloxi)lup-20(29)-eno (TB1)( 400 MHz, CDCly).

w

3.3.4 Caracterizacao do 3B-{[1’-(7’-cloroquinolin-4”-il)-1H-1’,2’,3’-triazol]4
metil} lup20 (29)-eno (TB2)

No espectro na regido do IV de TB2 (Figura 23) por comparagcdo com aquele
da azida organica 1, foi observada a auséncia de banda na regido de 2100

cm™, a qual é caracteristica de azidas, o que implica na inexisténcia do grupo
azido no produto. Além disso, ao se comparar o espectro da Figura 22 com o
espectro da Figura 19, do TB1, constatou-se que a banda referente ao
estiramento da ligacdo C=C na regido de 2112 cm™ estava ausente, o que
demonstra que o material de partida foi totalmente consumido. Outras bandas
que se destacam sdo0 em 1600 cm™ referente & deformacdo fora do plano da
ligacdo C-H de aromatico e em 822 cm™ devido a deformac&o fora do plano da
ligacdo C-H de aromatico, as quais correspondem ao nucleo quinolico

adicionado a molécula.
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Figura 22: Espectro na regido do infravermelho do 3B3-{[1’-(7"-
cloroquinolin-4”-il)-1H -1’,2’,3’-triazol-4’il] metil} lup20 (29)-eno (TB2).

No espectro de RMN de 'H (Figura 23) do TB2 destacam-se os seis sinais na
regido de hidrogénios aromaticos sendo que, cinco sao referentes aos
hidrogénios arométicos da unidade quinolinica, os quais se apresentam como
um dupleto em ¢ 9,06 (J2~.3-4,8) referente ao H-2”, um dupleto em ¢ 8,27 (Jg-¢
1,6) devido ao H-8”, um dupleto em ¢ 8,01 (J5-6» 9,0) referente ao H-5", um
dupleto duplo em ¢ 7,61 (Je-s» 1,6 € J 6-529,0) devido ao H-6” e um dupleto em ¢
7,51(J 3.24,8) devido ao H-3”. O sexto sinal € um tripleto aparente em ¢ 8,00
(Js5.6'2,9), devido ao Unico hidrogénio presente no anel triazolico, o H-5’, o qual

esta acoplado com os hidrogénios H-6'.

Os demais sinais sdo semelhantes aqueles discutidos anteriormente no
espectro de RMN de *H do lupeol (Figura 14).
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Figura 23: Espectro de RMN de *H do 3- {[1’-(7”-cloroquinolin-4"-il)-1H -
1’,2,3-triazol-4’il] metili} lup20 (29)-eno (TB2)( 400 MHz, CDClI3).

No espectro de RMN de *C sobreposto com o subespectro DEPT135 (Figura
24), observam-se os sinais de carbonos arométicos provenientes da azida
precursora. Assim, o sinal em ¢ 120,74 é devido ao C-3”, o em ¢ 128,84 ao C-
5”, em ¢ 124,73 ao C-6”, em ¢ 129,50 ao C-8”, em ¢ 119,95 ao C-9”, em ¢
147,62 ao C-4”, em ¢ 150,97 ao C-10", em ¢ 151,25 C-2” e 0 em 0141,25
devido ao C-7”. Além desses, observa-se também o0s sinais dos carbonos
referentes ao outro material de partida, o alcino, em ¢ 63,21 devido ao C-6’, em
0 123,89 referente ao C-5, em 145,24 devido ao C-4’, em ¢ 109,33 devido ao
C-29, e 0 em ¢ 87,29 devido ao C-3. Na Tabela 4 encontra-se a relacdo de

todos os sinais de carbono da estrutura.
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Figura 24: Espectro de RMN de *3C e subespectro DEPT 135 do 3p-{[1’-(7"-
cloroquinolina-4”-il)-1H -1’,2’,3’-triazol-4’il] metil} lup20 (29)-eno
(TB2) (400MHz, CDCly).

Nos mapas de contornos COSY (Figuras 51 e 52 P&gina 96), foram
observadas as correlacdes de ¢ 9,08 (H-2") com ¢ 7,51 (H-3”), de ¢ 8,27 (H-8")
com ¢ 7,61 (H-6") e de ¢ 8,0 (H-5") com ¢ 7,61 (H-6”), correspondentes aos
hidrogénios do nuacleo quinolinico do TB2. Através do COSY, pode-se
confirmar também, as atribuicées do espectro de RMN de *H do TB2 referentes

aos hidrogénios do nucleo propargilico.

Por meio do mapa de contorno HSQC (Figuras 53 e 54 Pagina 97) foi possivel
confirmar as atribuicdes dos espectros de RMN *H e de **C do TB2, como por
exemplo, em § 9,06 (H-2”) com ¢ 151,25 (C-2”) referentes ao nucleo quinolinico
e em ¢ 3,05 (H-3) com ¢ 87,29 (C-3), devido ao lupeol.
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O espectro de massa de alta resolucéo por ionizacdo em elétron-spray (Figura
50, P&gina 95) permitiu deduzir a formula molecular C4Hs;CIN,O (MM
668,5g.mol™), uma vez que foi observado o pico em m/z 669,4 [M+H].

A atribuicéo referente aos demais produtos, contendo o anel triazol, foi feita de
maneira analoga. Os sinais referentes ao H-5’, unico hidrogénio presente no
anel triazolico, teve o seu ¢ variando de 7,0 a 8,0. Os sinais devido ao H-6’
variaram entre ¢ 4,5 e 0 4,8 e apresentaram-se como um d,d nos derivados
triazolicos, exceto no TB6, o qual teve como multiplicidade um dupleto largo
devido a superposicdo desse sinal com os sinais de H-29. O sinal de H-3 nos
derivados triazdlicos apresentou-se como um dupleto duplo, devido aos
acoplamentos axial-axial e axial-equatorial de H-3 com os H-2, com ¢ variando
de 2,8 a 3,0. Os sinais devidos aos H-29 tiverem seus ¢ variando entre 4,5 a
4,8.

Os deslocamentos quimicos (6 em ppm) a multiplicidade dos sinais (Multi.) e os
valores das constantes de acoplamento (J, em Hz) observados nos espectros
de RMN de 'H e de *C dos produtos estdo mostrados nas tabelas 4, 5, 6 e 7
Os espectros no IV, de Massas e de RMN de 'H e de *C e os mapas de

contorno COSY e HSQC séao apresentados no Anexo I.
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Tabela 4: Comparacéo dos dados de RMN *H do lupeol e do TB1.

Hidrogénio ) Multi. J ) Multi. J
H1’ - - - 4,22 dd 24e16
H1’ - - - 414 dd 24e16
H3' - - - 2,35 t 2,4
H3 3,18 dd 8,6e5,8 2,99 dd 11,6 e 4,0
H19 2,35 M - 2,36 m -
H23 0,76 s - 0,76 s -
H24 0,78 s - 0,79 s -
H25 0,82 s - 0,83 s -
H26 0,94 s - 0,94 s -
H27 0,96 S - 0,97 s -
H28 1,25 s 1,03 s -
H29 4,68 s, 4,69 s -
H29 4,56 s, 4,57 s -
H30 1,67 S - 1,69 s -

3. Resultado e Discussdo
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Tabela 5: Comparacéo dos dados de RMN *3C do lupeol e do TB1.

Carbono o DEPT- o o) DEPT- &
135 135

C1 38,89 CH; 38,83 38,80 CH; 38,84
Cc2 27,4 CH, 27,57 27,68 CH, 27,69
C3 78,17 CH 79,10 86,13 CH 86,26
C4 39,04 C 39,04 38,83 Cc -
C5 55,47 CH, 55,41 56,12 CH, 56,08
C6 19,5 CH, 19,44 18,24 CH, 18,34
c7 34,45 CH, 34,45 34,55 CH; 34,65
C8 40,18 C - 41,13 C -
C9 50,6 CH 50,55 50,67 CH 50,90
C10 37,37 C 37,37 37,36 Cc -

3. Resultado e Discussdo
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Continuacao da Tabela 5

Cl1 21,11 CH, 21,05 21,21 CH, 21,03
C12 25,31 CH, 25,25 25,42 CH, 25,43
C13 38,22 CH 38,16 38,30 CH 38,31
C14 41,00 C - 43,24 C -

C15 27,6 CH, 27,6 28,23 CH, 28,24
C16 35,76 CH; 35,71 35,83 CH, 35,98
C17 43,01 C - 43,24 C -

C18 48,47 CH 48,41 50,65 CH 50,90
C19 48,16 CH 48,11 48,21 CH 48,26
C20 151,13 C - 151,18 C -

C21 30,02 CH, 29,97 30,10 CH, 30,17
C22 40,18 CH, 40,13 40,25 CH, 40,23
C23 28,18 CHs; 28,18 28,85 CHs 28,65
C24 15,57 CHs 15,52 16,34 CHs 16,36
C25 16,31 CHs; 16,26 16,43 CHs; 16,45
C26 16,16 CHs 16,10 16,23 CHs 16,24
c27 14,74 CHs; 14,69 14,76 CHs 14,77
C28 18,5 CHs; 18,45 18,50 CHs; 18,62
C29 109,54 CH, 109,50 109,54 CH; 109,69
C30 19,5 CHs; 19,44 19,56 CHs 19,52
c1r - - - 56,64 CH; 56,79
c3 - - - 48,57 CH 48,56
c2 - - - 43,07 C -

3. Resultado e Discussdo
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Tabela 6: Comparacéo dos dados de RMN de *H dos hibridos triazélicos do lupeol TB2-TB6.

; TB3 > TB5 TB6
Hidrogénio 8 Multi. J S Multi J J 8 Multi. J
1” - - - - - - _ _ - -
27 9,06 d 4,8 9,01 d 2,4 D - 7,6 7,23 d,d 72e28
3” 7,51 d 4,8 - - - - - - 7,52 T 76e74 | 7,36 d,l 7,2
4” - - - 8,142 | d,d,d | 8,4; 4,6; 7,09 D 7,8 7,43 T 76e74 | 7,36 d,l 7,2
2,4
5” 8,01 d 9,0 7,5 ddd | 8,4;4,6; 7,18 T 7,08 e - - - 551 S -
0,8 5,88
6” 7,61 d,d 90e 8,7 d,d 46el4 8,51 D 4,52 - - - - - -
1,6
77 - - - - - - 5,6 S - - - - - - -
8” 8,27 d 1,6 - - - - - - - - - - - -
5 8,00 t 2,9 8,00 t 0,8 7,60 d,d 2,64 7,96 d,l 3,0 7,43 s,
6’ 4,95 d,d 26e 4,88 d,d 0,8e 12 4,7 d,d 125e | 4,87 d,d 118 ¢ 4,74 d 12,4
11,2 2,52 3,0
6’ 4,73 d,d 26e 4,65 d,d 0,8e 12 4,5 d,d 12,3e | 4,65 d,d 118 ¢ 4,54 d 12,4
11,2 4,2 3,0
3 3,05 dd 11.6e€ 3,00 dd 12e4,4 3,00 m - 3,02 dd 44;12e | 2,92 d,d 4,16;11,64
4.4 3,6
19 2,38 m - 2,38 m - 2,3 m - 2,4 M - 1,91 m -
23 0,79 S - S 0,76 s - 0,75 S - 0,73 S -
24 0,80 5 - 5 0,79 5 - 0,79 S - 0,78 S -
25 0,83 S - s 0,82 s - 0,83 S - 0,82 S -
26 0,95 S - S 0,95 S - 0,95 S - 0,94 S -
27 0,97 S - S 0,99 S - 0,97 S - 0,97 S -
28 1,26 5 - 5 1,01 5 - 1,01 S - 1,01 S -
29 4,73 s, - 4,69 d 2,4 4,61 s, - 4,69 s, - 4,67 s, -
29 4,57 S - 4,57 S - 4.5 s, - 4,57 s, - 4,56 s, -
30 1,69 1,67 S 1,68 S - 1,78 S - 1,05 S -
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Tabela 7: Comparacéo dos dados de RMN ** C dos hibridos triazélicos do lupeol TB2-TBS6.

C ¥ TB3 * . TBS TB6
Carbono S DEPT- & Carbono | 9 DEPT- & ) DEPT- & S DEPT- &
135 135 135 135
1 38,79 CH, 38,79 38,76 CH, 38,76 38,75 38,77 CH, 38,61 38,75 CH, 38,74
2 27,67 CH, 27,67 25,36 CH, 25,36 27,14 27,14 CH, 27,11 27,64 CH, 27,63
3 87,51 CH 87,51 87,30 CH 87,31 86,75 87,04 CH 86,93 86,69 CH 86,68
4 39,07 C - 39,10 C - - 39,08 C - 38,89 C -
5 56,00 CH, 56,00 55,95 CH, 55,95 55,92 55,94 CH, 55,95 55,91 CH, 55,90
6 19,55 CH, 19,55 19,52 CH, 19,52 18,45 18,21 CH, 18,21 18,25 CH, 18,44
7 34,52 CH, 34,52 34,49 CH, 34,49 34,49 34,5 CH, 34,56 34,50 CH, 34,49
8 41,12 C - 40,20 C - - 40,21 C - 41,07 C -
8 50,67 CH 50,67 50,63 CH 50,63 50,60 50,62 CH 50,60 50,59 CH 50,59
10 37,41 C - 37,36 C - - 37,12 C - 37,33 C -
11 21,21 CH, 21,21 21,17 CH, 21,18 21,15 19,52 CH, 19,59 21,16 CH, 21,15
12 25,39 CH, 25,32 23,15 CH, 23,15 26,18 25,36 CH, 25,38 25,36 CH, 25,35
13 38,29 CH 38,29 38,25 CH 38,26 38,26 38,26 CH 38,29 38,26 CH 38,25
14 43,07 C - 43,03 C - - 43,03 C 43,02 C -
15 28,62 CH, 28,61 27,64 CH, 27,64 27,63 27,64 CH, 27,64 27,64 CH, 27,63
16 35,81 CH, 35,81 35,78 CH, 35,79 35,79 35,79 CH, 35,79 35,79 CH, 35,78
17 43,23 C - 43,19 C - - 43,03 C - 43,20 C -
18 48,22 CH 48,22 48,52 CH 48,52 48,52 | 48,52 CH 48,44 48,52 CH 48,51
19 48,55 CH 48,55 48,18 CH 48,19 48,19 | 48,19 CH 48,18 48,18 CH 48,19
20 150,29 C - 151,14 C - - 151,13 C - 151,13 C -
21 29,91 CH, 29,91 30,05 CH, 30,06 30,06 30,06 CH, 30,13 30,06 CH, 30,05
22 40,21 CH, 40,23 41,08 CH, 40,21 40,21 | 40,04 CH, 40,15 40,21 CH, 40,20
23 28,51 CH; 28,51 28,34 CH; 28,34 28,59 28,60 CH,3 28,59 28,19 CH,3 28,18
24 16,22 CH; 16,22 15,57 CH; 16,35 15,70 16,45 CH,3 16,20 14,72 CH,3 14,71
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Continuacédo da Tabela 7

25 16,37 CHs 16,37 16,34 CH; 16,51 16,32 CHs 16,32 17,03 CHs 17,02 16,32 CHs 16,31
26 16.54 CHs 16.54 16,19 CH; 16,34 16,18 CHs 16,18 16,77 CHs 16,77 16,19 CHs 16,18
27 14,7 CHs 14,7 14,72 CH; 14,73 14,71 CHs 14,71 15,67 CHs 15,67 14,72 CHs 14,71
28 18,51 CHs 18,50 18,20 CH; 18,20 18,20 CHs 18,20 18,24 CHs 19,52 18,21 CHs 18,20
29 109,55 | CH, 109,55 109,53 | CH, | 109,53 | 109,52 | CH, 109,52 | 109,54 | CH, 109,51 | 109,52 | CH, 109,52
30 19,55 CHs 19,55 18,46 CH; 18,47 18,50 CHs 18,50 19,52 CHs 19,59 19,52 CHs 19,51

Ce’ 63,42 CH, 63,42 63,49 CH, 63,42 63,40 CH, 63,40 63,45 CH, 63,71 63,40 CH, 63,39

Cs’ 124,95 CH 124,96 120,40 CH 120,46 | 122,51 CH 122,52 | 120,76 CH 120,64 | 122,35 CH 122,35

c4 145,45 C - 148,22 C - 154,20 C - 137,0 C - 147,00 C -
Cc1» - - - - - - - - - 145 C 145 135,00 C 135
Cc2» 151,25 CH 151,48 141,78 CH 141,84 | 137,51 CH 121,95 CH 121,93 | 128,13 CH 128,13
C3» 120,74 C C 123,08 C 123,08 | 129,90 C 128,84 C 128,84
Cc4” 147,62 C - 124,49 CH 124,41 | 121,95 CH 121,95 | 128,83 CH 128,87 | 129,24 CH 129,24
cs» 128,84 CH 129,07 127,30 CH 127,30 | 123,55 CH 123,55 | - - - -

Cce” 124,73 CH 124,12 128,28 CH 128,29 | 149,88 CH 149,88 | - - - -

c7» 141,25 C - - - 55,79 C - - - - - -

C8” 129,50 CH 129,79 - - - - - - - - - - -

c9” 137,03 C - - - - - - - - - - - -

C10” 150,97 C - - - - - - - - - - - -
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4 Avaliagao da atividade antimalarica e da citotoxicidade dos
compostos obtidos

A avaliagdo da atividade antimalarica e da citotoxicidade das substancias
obtidas foi realizada por testes in vitro em culturas de P. falciparum (W2) e

células HepG2, respectivamente.

Testes in vitro sdo importantes para avaliar a atividade antimalarica de
extratos e substéncias naturais ou sintéticas. Ao longo dos anos, varias
metodologias foram desenvolvidas com o objetivo de se determinar a
susceptibilidade de parasitos da malaria humana. No caso da malaria, testes
in vitro sO6 se tornaram possiveis apds o trabalho realizado por Trager e
Jensen, em 1976 que estabeleceu as condicbes para o cultivo do P.

falciparum.

Um dos primeiros métodos utilizado para a avaliagao do efeito inibitorio in
vitro de compostos/extratos no crescimento do P. falciparume no seu
desenvolvimento no interior dos eritrécitos foi o chamado teste tradicional ou
microscopico. Este teste emprega culturas do parasito que s&o tratadas com
as amostras teste e se determina a presenca de parasitos viaveis, via
microscopio O6ptico, a partir da afericdo do percentual de parasitemia
(Riechmann et al.,1978).

Outro bioensaio muito utilizado € conhecido como teste de incorporagao da
hipoxantinatritada [*H-hipoxantina], o qual se baseia na utilizacdo da [*H-
hipoxantina] pelos parasitos, na sintese de DNA e, com o auxilio de um leitor
de radioatividade, é possivel quantificar o nivel de parasitas viaveis, através
da taxa de producdo de DNA. Este método € considerado como referéncia
por possuir uma alta taxa de reprodutibilidade, porém tem como
desvantagem o emprego de equipamentos de alto custo, necessidade de um
ambiente adequado para manuseio de material radioativo e geragdo de
residuos radioativos (Desjardins et al.,1979).
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Uma metodologia que é utilizada para avaliar a atividade antimalarica de
substancias e extratos, tem como principio a quantificacdo da lactato
desidrogenase (pLDH), enzima produzida pelo P. falciparum (Makler et al.,
1993). Dessa forma, a concentracdo desta enzima, ao final do teste, é
proporcional a populagdo de parasitos viaveis apos o contato com as
amostras teste. A pLDH possui um papel importante no metabolismo de
carboidratos dos parasitos da malaria humana (Basco et al., 1995). Este teste
baseia-se no fato de que na presenca de uma co-enzima, a 3-acetilpiridina
adenina dinucleotideo (APAD) e de um substrato contendo o L-lactato
(reagente Malstat), a pLDH converte o lactato em piruvato, gerando a
APADH. Em seguida, a APADH ira reduzir a diaporase, uma enzima presente
no meio, originando a diaporase redutase. Esta reagira com o sal de
tetrazolio (NBT - nitro blue tetrazolium), também presente no meio, abrindo os
anéis tetrazolicos do NBT e dando origem a formazana, de coloragdo azul
(Nkhomaet al., 2007) (Esquema 12). A coloragédo desenvolvida neste teste é
diretamente proporcional a presenga de pLDH, ou seja, de parasitos viaveis.
A reacao colorimétrica € medida por espectrofotdometro a 540 nm. O resultado
das leituras € comparado com um valor padrao referente a inibigdo dos

parasitos pela cloroquina.

OH ﬁ

) COOH Lactato dcsidrogcnas% 2/\COOH

AP, APADH

2 Diaporase APADH_ » Diaporase reduzida

MeO OMe MeO OMe
N
N WA\ N N
N N | \
N / N N N N N
N N~ No
? Diaporase Reuzida NH NH/
NO, NO, NO, /

O,;N

Azul de nitro-tetrazdlio (NBT) Formazana

Esquema 12: Fundamento quimico do teste pelo método da pLDH: reacéo

do NBT para formar a formazana.
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Devido a reprodutibilidade, facil aplicabilidade, rapidez do procedimento e a
disponibilidade deste teste no Laboratorio de Fitoquimica da Faculdade de
Farmacia da UFMG, o método da pLDH foi escolhido para avaliar a atividade
antimalarica dos compostos obtidos no presente trabalho. As porcentagens
de inibigdo do crescimento do P. falciparum (clone W2) frente a estas
substancias, nas concentragdes de 50 e 25 pg/ml, estdo mostradas na
Tabela 8.

Tabela 8:Porcentagem de redugéo do crescimento do P. falciparum (W2) pelo
método da pLDH frente ao lupeol e derivados triazolicos TB1 a TB6, nas
concentragdes de 50 ug/mL e 25 pyg/mL.

Substancia Reducéo (%) Reducgéo (%) Classificagao da
Conc. 50 pg/Mi Conc. 25 ug/mL atividade
Lupeol 49% (0,12 pM) 28%(0,06 pM) Pouco ativo
TB1 81%(0,10 uM) 43%(0,054 uM) Ativo
TB2 17%(0,075 uM) 9%(0,037 uM) Muito Pouco ativo
TB3 26 %(0,085 uM) 19%(0,043 uM) Muito Pouco ativo
TB4 17%(0,083 uM) 9%(0,042 uM) Muito Pouco ativo
TB5 16% (0,085 pM) 9%(0,043 pM) Muito Pouco ativo
TB6 13% (0,084 uM) 12%(0,042 uM) Muito Pouco ativo

Neste teste os resultados observados sdo classificados de acordo com os
critérios que constam da Tabela 9 para entdo se definir se a substéncia &

muito ativa, ativa ou pouco ativa.

Tabela 9: Parametros para a classificagdo de uma substancia em relagao a sua
atividade antimalarica in vitro

Porcentagem de reducao da parasitemia Classificagao da amostra
= 50% na concentragao de 25 ug/ml Muito ativa
>25 e <50% na concentragdo de 25 ug/ml Ativa
< 50% na concentragdo de 50 ug/ml - Pouco ativa
50% =Reducgao = 10% na concentragédo de 50 ug/ml - Muito pouco ativa.
<10% Inativa
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Pelos resultados obtidos no teste de atividade antimalarica, mostrados na
Tabela 8, constatou-se que a formacido dos derivados 1,2,3-triazdlicos, a
partir do lupeol, ndo conduziu a substancias mais ativas do que este
triterpeno. Porém, o alcinointermediario TB1, formado a partir da
incorporagao de um grupo propargila ao lupeol, se destacou nos resultados
dos testes antimalaricos, pois causou uma reducado de 81% na parasitemia
na concentragao de 50 pg/ml, superior aos produtos finais e até mesmo a do
lupeol que foi de 49% (Tabela 8).

Com o objetivo de determinar se a agdo dos compostos sintetizados foi
seletiva contra o parasito ou se foi devida a sua alta citotoxicidade, as
substancias TB1aTB6 foram submetidas a teste de citotoxicidade in vitro
contra células HepG2.

Os resultados obtidos no teste de citotoxicidadeconstam da Tabela 10. As
substancias cujas citotoxicidades foram avaliadas, apresentaram valores de
CCso superiores ao do lupeol e a do antimalarico cloroquina (CQ), ou seja,
estas substancias apresentaram uma citotoxicidade inferior ao lupeol e a

cloroquina frente a células HepG2.

Tabela 10: Resultado do teste de citotoxicidade do lupeol e dos hibridos
1,2,3-triazolicos sintetizados (TB1-TB6) em culturas de células HepG2.

Substancias CCso

Lupeol 303,49
TB1 ND
TB2 >1000
TB3 >1000
TB4 ND
TB5 ND
TB6 >1000
CQ 221,95

ND n&o determinado
CCs concentragao citotoxica para 50% das células.
CQ cloroquina
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Ponto de Fusao

Os pontos de fusédo foram determinadas no aparelho Microquimica MQAPF-
307 do Laborat6rio de Fitoquimica da Faculdade de Farmacia da UFMG.

5.1.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros na regido do IV foram obtidos no espectrometro FT-IR,
Spectrum One, Perkin-EImer com sistema ATR no laboratério de Quimica
Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG.

5.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de H', de C'®, DEPT 135, e os mapas de contorno
COSYe HSQC foram obtidos no equipamento BRUKER AVANCE DPX200 e
DRX400 do Departamento de Quimica da UFMG. O solvente utilizado na
solubilizagdo das amostras foi oCDCls. Os deslocamentos quimicos () foram

medidos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

5.1.4 Espectrometria de Massas.

Os espectros de Massas foram obtidos no equipamento Shimadzu LCMS-IT-
TOF equipado com fonte de ionizag&o por electrospray do Departamento de
Quimica da UFMG.

5.1.5 Cromatografia em camada delgada de silica (CCD)

Para a CCD foi utilizada silica gel 60G Mercksobre lamina de vidro, com a
espessura da camada de silica de 0,25 mm e placas de silica gel 60 F254
cromatoplaca 20x20 da Merck.
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5.1.6 Cromatografia em coluna

As purificagdes em coluna cromatografica foramrealizadas com silica gel 60
Merck(tamanho de particula 0,063-0,200 mm; 70-230 mesh ASTM).Em cada
experimento estdo descritos os sistemas eluotrépicos e de revelagao

utilizados.

5.1.7 Purificagao e secagem dos solventes, materiais e reagentes (Chai e
Armarego, 2003)

Alguns dos solventes utilizados, como o n-hexano, diclorometano e acetato
de etila foram tratados a fim de eliminar impurezas. Apurificacdo consistiu
numa destilagdo simples. Para o tratamento do tetra-hidrofurano utilizou-se o

método de tratamento com sodio metalico, como descrito abaixo.

5.1.7.1Tetra-hidrofurano

Um frasco ambar contendo tetra-hidrofurano (THF) e cloreto de calcio foi
vedado e mantido a temperatura ambiente por 24 horas. Apds este tempo, o
THF foi refluxado na presengca de sédio metalico e benzofenona até o
aparecimento da coloragdo azul, em seguida o solvente foi recolhido e

utilizado nas reacoes.

5.1.7.2Secagem de vidraria

As vidrarias utilizadas nas reagbes anidras foram lavadas com agua e

acetona e secas em estufa a 100°C.

5.1.8 Reveladores

5.1.8.1 lodo sublimado

O iodo solido foi colocado em uma cuba e esta foi fechada para obter uma
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atmosfera de vapor de iodo.
5.1.8.2 Solucao acida de CAM (Molibdato Cérico Amoniacal ou revelador
de Hanessian) (Wagner, H.; Zgainski, E.M., 1993)

A um Erlenmeyer contendo 5,00 g de sulfato cérico e 25,00 g de molibdato de
amoénio, foram adicionados, sob agitagdo, 50 mL de &acido sulfurico
concentrado seguido de 450 mL de agua destilada. A solugéo final foi agitada
por 1 hora e estocada na auséncia de luz. Para revelagéo, borrifou-se essa
solugdo nas placas cromatograficas seguido de aquecimento a 100°C.

5.1.8.3Solucao metandlica de Anisaldeido Sulfurico(\Wagner, H.; Zgainski,
E.M., 1993)

A um erlenmeyer contendo 0,5 mL de anisaldeido sulfurico foram
adicionados, nesta ordem, 10 mL de acido acético glacial, 85 mL de metanol
e 5 mL de acido sulfurico, os componentes foram misturados. Para revelagéo,
a solucgao foi borrifada nas placas cromatograficas seguido de aquecimento a
100 °C.

5.1.8.4 Solugao de verde de bromocresol (Morita e Assumpgao, 1968)

Em um béquer contendo 0,1g de verde de bromocresol foram adicionados
100 mL de alcool etilico. A mistura foi agitada, a temperatura ambiente, por
cerca de 10 minutos. Para revelagdo, a solucdo foi borrifada nas placas
cromatograficas seguido de aquecimento a 100 °C.

5.2 Percolagcao do material vegetal

Em um béquer contendo 370 g de pé da casca da P. fasciculata, foram
adicionados

20 mL de uma solugdo concentrada de NH,OH e misturou-se com um bastao
de vidro obtendo-se uma massa de p6 umedecida homogeneamente. Em
seguida, essa mistura foi transferida para um percolador de ago inoxidavel,
onde foram adicionados 4L de DCM. Apds 24 horas de percolacdo, a
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presenga do lupeol foi comprovada por CCD (eluenteHex/DCM 1:1; revelador
solugdo metandlica de anisaldeido sulfurico). O percolato recolhido foi seco
com Na,SO4 e o solvente removido em evaporador rotatério sob pressao
reduzida.Esse procedimento foi repetido 12 vezes,até a extragcado de todo o
lupeol presente no material vegetal. Obteve-se 2,2 g de extrato bruto.

5.3 Fracionamento do extrato bruto de cascas de P. fasciculata por

cromatografia em coluna.

O extrato brutofoi purificadopor coluna cromatografica utilizando como
eluentes hexano e diclorometano nas seguintes proporg¢des e volumes: Hex
(300 mL); Hex/DCM 8:2 (300 mL); Hex/DCM 7:3 (300 mL); Hex/DCM 6:4 (300
mL) e Hex/DCM 1:1 (1200 mL). As fragbes que continham o lupeol foram
reunidas e o solventeremovido sob pressao reduzida em rotavapor rotatorio.
Obteve-se 800 mg de um sélido branco que por CCD (eluente: Hex/DCM 1:1;
revelador: solugdo metanodlica de anisaldeido sulfurico) e analise de IV
(Figura 13, Pagina 31) constatou-se que se tratava da mistura do lupeol com
o ester 3-O-acil lupeol.

5.4 Hidrdlise alcalina da mistura de lupeol e ésteres do lupeol obtida da

coluna cromatografica do extrato bruto de cascas de P. fasciculata.

A um baldo contendo o extrato bruto de cascas P. fasciculata (800 mg) foram
adicionados 50mL de uma solugao etandlica de KOH a 10%. A reacgao foi
deixada sob agitagao e refluxo por 3 horas. O consumo do material de partida
foi evidenciado por CCD (eluente: Hex/DCM 1:1; revelador:solugao
metandlica de anisaldeido sulfurico). Finalizada a reacgdo, o solvente foi
removido em evaporador rotatorio. Em seguida, foram adicionados 100 mL
de DCM ao residuo, o qual foi extraido com agua destilada. A fase organica
foi seca com NaSO4 anidro e o solvente removido sob pressao reduzida em
evaporador rotatério. O residuo resultante foi purificado utilizando uma coluna
cromatografica (eluente: Hex/DCM: 9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5). Obteve-se, no
final, 400 mg de um solido branco referente ao lupeol.
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Férmula Molecular: C3pHs500

Massa Molar: 426,73 g.mol”

Aspecto: solido branco

Faixa de Fusao: 218,4-220,3°C

IV (ATR, cm™) vmax:3313 (vax da ligacdo O-H de alcool), 3066 (vax das
ligagdes C-H sp?); 2943 e 2872 (vax das ligacdes C-H sp?); 1638 (Vaxass das
ligagbes C=C); 1452 ( dang das ligacdes C-H sp?); 1379 (dang das ligagdes C-H
sp°); 1042 e 878 (Sang fora do plano das ligagdes C-H sp?)

5.5 Sintese do 3B-3’(prop-2’-in-1’-iloxi)lup-20(29)-eno-(TB-1) a partir do
lupeol

C;H;Br/ NaH
_—
THF

HO

TB1 (54%)

A um baldo contendo NaH (56 mg; 2,34 mmol), vedado com uma rolha de
borracha e sob atmosfera de N, foi adicionado, com o auxilio de uma seringa
e sob agitacdo magnética, o lupeol (200,0 mg; 0,469 mmol) solubilizado em
THF (10mL), previamente tratado. Apos 30 min. de reacéo, foi adicionado,
também com o auxilio de uma seringa, o brometo de propargila (278 mg;
2,34mmol). Apos 24 horas de reagao, foi evidenciado por meio de CCD
(Hex/DCM 1:1; revelador: solugdo metandlica de anisaldeido sulfurico), o
consumo do material de partida. Em seguida, adicionou-se a reagdo 150 mL
de acetato de etila e prosseguiu-se com uma extragéo utilizando solugao de
NaOH 0,5 mol/L e solugdo saturada de NaCl. As fases organicas foram
reunidas e secas com Na;SO,. O solvente foi removido sob pressao reduzida
em rotavapor, o residuo foi purificado por meio de uma coluna cromatografica
(eluente: Hex/DCM. 100:0; 90:10; 80:20; 70:30; 60:40). Obteve-se como
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produto um sélido amarelo (117,6 mg; 54% de rendimento).

Férmula Molecular: C33Hs5,0

Massa Molar: 464,7 g.mol™

Rendimento: 54%

Aspecto: solido amarelo

Faixa de Fusao: 159,9-161,7°C

IV (ATR, cm™)v max: 3253 (vax da ligacdo C-H sp), 2939-2870 (vax das
ligagdes C-H sp®); 2112 (vax das ligacdes C=Csp); 1641 (vaxass das ligacdes
C=C); 1454 (8ang das ligagdes C-H sp?); 1380 (dang das ligagdes C-H sp?);
1017 (vax da ligagéo C-O de alccol); 881 (dang fora do plano das ligagdes C-H
sp?).

5.6 Sintese dasazidas organicas 1a 5

5.6.1 Sintese da 4-azido-7-cloroquinolina (1)

Cl N;
NaN3/DMSO S
= ~
Cl N Cl N
1 (70%)

A um bal&do contendo a 4,7-dicloroquinolina (300 mg, 1,5mmol) solubilizada
em DMSO (30 mL) adicionou-se, sob agitagdo e aquecimento a 90°C, NaN;
(295 mg; 4,5 mmol). A reagao prosseguiu por 18 horas, apds esse tempo
evidenciou-se por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 1:1; reveladores:
iodo e CAM), o consumo do material de partida. Adicionou-se a reacao
acetato de etila e extraiu com uma solugdo aquosa de NaCl. A fase organica
foi seca com Na,SO, e o solventeremovido sob pressdo reduzida em
rotavapor. O residuo foi purificado numa coluna cromatografica (eluente:
hexano/acetato de etila 90:10, 80:20, 70:30, 60:40), obteve-se como produto
um sélido amarelo (214,0 g; 70% de rendimento).

Formula Molecular: CgHsN4Cl
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Aspecto: Solido amarelo

Massa Molar: 204,5 g.mol™

Rendimento: 70%

Faixa de Fusao: 112-113 °C

IV (ATR, cm™)v nax:3036 (vax da ligacdo C-H sp?), 2090 (vax da ligacdo
N=N*=N"); 1572,1474,1421 (va das ligacdes C=C aromatico); 1285,61237
(Oang fora do plano das ligacdes C-H aromatico);1140 (dang das ligagbes C-H
de aromatico); 798(vax da ligagdo C-Cl de); 700 e 680 (dang fora do plano das

ligacbes C-H de aromatico monossubstituido).

5.6.2 Sintese da 3-azidopiridina(2)(Adaptado de Ito et al., 2008)

NH, N3
~ | _NaNOyHCI ~ |
H
~ _N  NaNyH,0 N
2 (60%)

A um baldo contendo uma solug¢do acida (10% de HCI) de 3-aminopiridina
(5g; 0,053 mol), foi adicionado gota a gota nitrito de sodio (NaNOy) (4,4 g;
0,064 mol) em agua (10 mL). Em seguida, gotejou-se nesse baldo, sob
agitagdo e a 0°C, NaN3 (4,16 g; 0,064 mol) em agua (10 mL). A reagéo
prosseguiu sob agitacdo e temperatura ambiente, por 45 minutos. Apds este
periodo, a reacdo foi alcalinizada com uma solugdo de Na,CO; e extraida
com diclorometano. A fase orgéanica foi seca com Na;SO4 e o solvente foi
removido sob pressao reduzida em rotavapor. Obteve-se como produto um

oleo marrom (6,36 g; 60% de rendimento).

Férmula Molecular: CsHsN4

Massa Molar: 120,0 g.mol”

Rendimento: 60%

Aspecto: 6leo marrom

IV (ATR, cm™)v max: 3408 e 3034 (vax da ligacdo C-H sp?), 2090 (vax da
ligagdoN'=N"=N"); 1571, 1474, 1421 (vu das ligagbes C=C aromatico);
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1285,1237 (dang fora do plano das ligagbes C-H aromatico); 1140 (dang das
ligagbes C-H de aromatico); 798(vax da ligagdo C-Cl de); 700 e 687 (dang fora

do plano das ligagdes C-H de aromatico monossubstituido).

5.6.3 Sintese da piridina-2-metanoazida(3)

Br N3

Z~ "N NaNyDMSO ~ "N

™ NN |

A um baldo contendo o bromoidrato de 2-bromometil-piridina (1,0 g, 5,81
mmol) solubilizado em DMSO (20 mL) adicionou-se, sob agitacédo e
temperatura ambiente, CaCOs3 (1,86 g; 0,023 mol) e NaN3 (1,51g; 0,023 mol).
Apo6s 16 horasde reagao, evidenciou-se por CCD (eluente: hexano/acetato de
etila 7:3; reveladores: iodo, CAM e verde de bromocresol), o consumo do
material de partida. Adicionou-se a mistura acetato de etila e extraiu com uma
solugédo aquosa de NaCl. A fase organica foi seca com Na;SO4 e o solvente
foi removido sob pressdo reduzida em rotavapor. O residuo obtido foi
purificado em uma coluna cromatografica (eluente: hexano/acetato de etila
90:10, 80:20, 70:30, 60:40) e obteve-se um 6leo amarelo (467,0 mg; 60% de

rendimento).

Férmula Molecular: CsHgN4

Massa Molar: 134,0 g.mol™

Rendimento: 60%

Aspecto: 6leo amarelo

IV (ATR, cm™)v max: 3371, 3055 e 3015 (vax da ligacdo C-H sp?), 2093 (vax da
ligagdo —N'=N*=N"-); 1591, 1571, 1474 e 1435 (v. das ligagdes C=C
aromatico); 1269 e 1250 (dang fora do plano das ligagbes C-H aromatico); 1149
(0dang das ligagbes C-H de aromatico); 750 e 663 (dang fora do plano das

ligacbes C-H de aromatico monossubstituido).
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5.6.4 Sintese da azidobenzeno(4) (Adaptado de Ito et al., 2008)

NH, N3
NaNOyHCIl
—_ >
NaN3/ Hzo
4 (45%)

A um baldo de 100 ml, contendo HCI/H,O: 1:1, foi adicionado sob agitagao e
a 0°C, anilina (1 g; 0,010 mol). Em seguida, verteu-se, lentamente, ao baléo,
nitrito de soédio (NaNO;) (800 mg; 0,013 mol) em agua (10 mL), sob agitacao
e a 0°C. Apos 20 minutos de reagéo, adicionou-se NaN3 (0,845 g; 0,013 mol)
em H>O (10 mL), a temperatura ambiente e agitagdo por 40 minutos. Apds
este periodo, a reacgao foi alcalinizada com solugdo de Na,CO; e extraida
com acetato de etila. A fase organica foi seca com Na,SO,4 e o solvente foi
removido sob pressao reduzida em rotavapor. Obteve-se como produto um
oleo marrom (575 mg; 45% de rendimento).

Férmula Molecular: CsHsN3

Massa Molar: 119,0 g.mol

Rendimento: 45%

Aspecto: 6leo marrom

IV (ATR, cm™)v max:3247, 3065 e 3036 (vax da ligacdo C-H sp), 2090 (vax da
ligagdo —N'=N"=N"-); ,1593, 1506, 1491 e 1455 (vu das ligagbes C=C
aromatico); 1293 e 1279 (dang fora do plano das ligagdes C-H aromatico); 745

e 685 (dang fora do plano das ligagbes C-H de aromatico monossubstituido.

5.6.5 Sintese da benzilazida(5)

Br N3

NaN;/DMSO

5 (40%)
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A um baldo contendo brometo de benzila (300 mg; 1,75 mmol) solubilizado
em DMSO (20 mL) adicionou-se, sob agitagdo e temperatura ambiente, NaN3
(456 mg; 7,0mmol). A reagdo prosseguiu por 24 horas, apds esse tempo
evidenciou-se por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 7:3; reveladores:
iodo e CAM), o consumo do material de partida. Adicionou-se a reacao
acetato de etila e extraiu com uma solugdo aquosa de NaCl. A fase organica
foi seca com Na,SO, e o solventeremovido sob pressdo reduzida em
rotavapor.O residuo foi purificado em uma coluna cromatografica (eluente:
hexano/acetato de etila: 90:10, 80:20, 70:30, 60:40). Obteve-se como produto
um oleo amarelo (93,0 mg; 40 % de rendimento).

Férmula Molecular: C7H7N3

Massa Molar: 133,0 g.mol”

Rendimento: 40%

Aspecto: 6leo amarelo

IV (ATR, cm™) v max:3066, 3032 (vax da ligacdo C-H sp?), 2089 (vax da ligacdo
N=N"=N"); 1496 e 1455 (va das ligagdes C=C aromatico); 1252 1201 (Sang
fora do plano das ligagdes C-H aromatico); 1078 (dang das ligagbes C-H de
aromatico); 734 e 695 (dang fora do plano das ligacdes C-H de aromatico

monossubstituido).

5.7 Procedimento geral da Cicloadicao Catalisada por Cobre usando
Alcino terminal e Azida organica (CuUAAC ou reacgao “click) (Adaptado de
Himo et al. , 2005).

Em um baldo de fundo redondo, contendo o alcino (0,11 mmol) e a azida
organica (0,11mmol) solubilizados em DCM (2mL), adicionou-se
CuS04.5H,0 (0,004 mmol) e uma solugdo aquosa de ascorbato de sédio
(2mL), recentemente preparada a partir do acido ascérbico (0,033 mmol) e do
bicarbonato de sodio (0,033 mmol). A reagdo foi mantida sob agitacao
magnética e temperatura ambiente por 24 horas. Apdés o consumo do
material de partida, evidenciado por CCD (eluente: hexano/acetato de
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etila1:1; reveladores: iodo e solugdo metandlica de anisaldeido sulfurico),
adicionou-se a reagao DCM (30 mL) e prosseguiu-se com uma extracao
utilizando solugédo de EDTA (50% m/v e NH4OH concentrado misturados na
proporcao de 1:1) e agua.A fase orgénica foi seca com Na,SO4 e o solvente
eliminado sob pressao reduzida em rotavapor. O residuo foi purificado em
coluna de silica (eluente: hexano/ diclorometano 100:0, 80:20, 60:40 e 50:50)

fornecendo o produto da reacéo.

5.7.1 3B-{[1’~(7”’-cloroquinolina-4”-il)-1H-1’,2’,3’-triazol]4’-metil}lup20(29)-
eno(TB-2) ”

Férmula Molecular: C42Hs570CINy
Massa Molar: 668,5 g.mol

Aspecto: Solido amarelo

Faixa de Fusao: 96-98 °C
Rendimento: 65%

IV (ATR, cm™)v™ max:2927-2854

(vax das ligagdes C-H sp?); 1737

(vaxass das ligacdes C=C); 1593 e 1591

TB2

(vax das ligagbes C=C aromatico); 1436 ( dang das ligagbes C-H sp?);
1380 (dang das ligagdes C-H sp’); 1113 (vax da ligacdo C-O de éter); 1035
(dang fora do plano C-H de aromatico) 878 (dang fora do plano das ligagbes C-

H sp?); 822 (dang fora do plano das ligagées C=C de aromatico).
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5.7.23B-{[1’~(3”piridina)-1H-1’,2’,3’-triazol]4’-metil]lup-20(29)-eno(TB-3)

Férmula Molecular: C3gHss0ONy
Massa Molar: 584 g.mol
Aspecto: Sélido branco

Faixa Fusao:240,2-242,7 °C

Rendimento: 45% 6
.

IV (ATR, cm™") v'max: 2936-2867 N//N |

(vax das ligacdes C-H sp?); NS

1642 (Vaxass das ligagdes C=C); 1585 e W

1499 (vax das ligagdes C=C aromatico); AN

1437 (8ang das ligagdes C-H sp?); & TB3

1380 (Sang das ligagdes C-H sp®); 1110 e 1096 (v.x da ligagdo C-O de éter);
1043 (Sang fora do plano C-H de aromatico) 881 (dang fora do plano das

ligagdes C-H sp?); 699 (0ang de C-H de aromatico monossubstituido).

5.7.3 B-{[1’-(2”metilpiridina)-1H1’,2’,3’-triazol]-4metil}lup-20(29)-eno(TB-
4)

29

Férmula Molecular: C39Hs30N4
Massa Molar:598 g.mol

Aspecto: Solido amarelo

Faixa de Fusao: 81,2-82,9 °C
Rendimento: 45%

IV (ATR, cm™)v max: 2941-2853

(vax das ligagdes C-H sp?); 1640

(vaxass das ligagées C=C); 1593 e 1573
(vax das ligagdes C=C aromatico);
1438 (8ang das ligagdes C-H sp?); 1380 (dang das ligagdes C-H sp®); 1075 (vax
da ligacdo C-O de éter); 1047 (dang fora do plano C-H de aromatico); 882
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(8angfora do plano das ligagdes C-H sp?); 752 (8ang fora do plano de C-H de

aromatico monossubstituido).

5.7.4 3B-{[1’-(1"fenil)1H 1°,2°,3’-triazol]-4metil}lup-20(29)-eno(TB-5)

29

Férmula Molecular: C39Hs70Ns3 3#& .
Massa Molar: 583 g.mol™

Aspecto: Solido amarelo

Faixa de Fusdo: 223-225 °C

Rendimento: 76% N_*

IV (ATR, cm™)v max: 2939- N\N |

2830 (vax das ligacdes C-H sp?); "
1641 (vaxass das ligagdes C=C); "
1599 (vax das ligagdes C=C aromatico); ar

1463 (0ang das ligagbes C-H sp?); 1381 (0ang das ligagdes C-H sp°); 1073 (Vax
da ligagédo C-O de éter); 1039 (dang fora do plano C-H de aromatico); 882 (dang
fora do plano das ligagdes C-H sp?); 752 (0ang fora do plano de C=C de

aromatico monossubstituido).

5.7.5 Sintese da 3B-{[1’-(1”benzill)-1H 1’,2’,3’-triazol]-4metil}lup-20(29)-
eno(TB-6)

29

30 2019  op

Férmula Molecular: C40Hs9ON3
Massa Molar: 597 g.mol
Aspecto: Sélido branco

Faixa de Fusao: 198,5-199,9°C
Rendimento: 75 %

IV (ATR, cm™)v max: 2936-2860

(vax das ligagdes C-H sp’); 1644
(vaxass das ligagbes C=C); 1499

(vax das ligagbes C=C aromatico);
1455 (8ang das ligagdes C-H sp?);
1380 (dang das ligagdes C-H sp’); 1098 (vax da ligacdo C-O de éter); 1046

TB6
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(dang fora do plano C-H de aromatico); 893 (dang fora do plano das ligagdes C-
H sp?); 742 e
697 (dang fora do plano de C=C de aromatico monossubstituido).

5.8 Método do bioensaio de avaliagao da atividade antimalarica

5.8.1 Avaliacao da atividade antimalarica in vitro contra Plasmodium

falciparum pela quantificacao da enzima LDH (pLDH)

A avaliagao da atividade antimalarica dos produtos sintetizados foi realizada
utilizando o método enzimatico da lactato desidrogenase do Plasmodium
(pLDH). Como ja foi descrito anteriormente, na parte de resultado e
discussao, esse método colorimétrico baseia-se na quantificagédo da pLDH, a
qual é diretamente proporcional a quantidade de parasitos viaveis. Os
ensaios biolégicos foram realizados de acordo com a metodologia descrita
por Makler e colaboradores (1993) para cepas de P. falciparum.

Inicialmente, foram preparadas solugbes estoque dos compostos
sintetizados, na concentragao de 50 ug/mL. Adicionou-se 10 uL de cada uma
dessas solugdes a 990uL de uma solucdo de meio de cultura de células
(RPMI e plasma). Em seguida, 20 uL destas novas solugbes foram
transferidos para uma placa de 96 pocos e o volume completado com 180 uL
de uma solugdo contendo o parasito e o0 RPMI. Essa placa foi encubada por
48 horas, a 37°C, em atmosfera rica em CO,. Este experimento foi feito em
triplicata, utilizando dois valores de concentragdo das substéncias obtidas

(50ug/ml e 25 ug/ml).

Na mesma placa, onde foram colocados os parasitos em contato com as
substancias teste, foi feito o controle do teste (meio sem parasito e sem a
substancia teste), o branco (meio com parasito, mas sem a substéncia teste)

e 0 padrao (meio com parasito e a cloroquina)
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Apo6s o periodo de 48 horas, as placas foram congeladas e descongeladas
trés vezes, com o objetivo de provocar a lise das hemacias, liberando assim
0s parasitos que ainda estavam viaveis. De cada poco dessa placa foi
retirado um volume de 15 uL, os quais foram transferidos para outra placa de
96 pogos, onde foram adicionados os reagentes Malstat (100uL) e NBT/PES
(25 wl). Esta placa foi encubada por uma hora, a 37°C, na auséncia de luz,
apo6s este periodo as placas foram lidas em espectrofotdmetro com filtro de
540nm.

5.8.2 Ensaios de citotoxicidade

A uma linhagem celular de HepG2A16, derivada de um hepatoblastoma
primario humano, adicionou-se 1 mL de tripsina e em seguida foi incubada a
37°C por 5 min, ressuspendidas em 10 mL de meio completo (RPMI e com
10 % de plasma) e centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. Apos descartar o
sobrenadante e ressuspender o sedimento em RPMI completo, as células
foram distribuidas em microplacas (100ul/pogo) e incubadas por 24 horas, a
37°C, em atmosfera rica em CO,. Apds esse periodo, adicionou-se 100uL de
RPMI e plasma contendo as substancias sintetizadas em diferentes
concentragbes, em triplicata. Em seguida, o sobrenadante foi removido e
adicionado 18uL/pogo de uma solugdo de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-
2,5-difeniltetrazol (MTT), na concentragcdo de 6 mg/mL em agua. Apos 1h 30
min. de incubagdo com o MTT adicionou-se 0 DMSO a cada pogo(180 pL/L).
As microplacas foram lidas em espectrofotobmetro com filtro de 570nm.
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6 CONCLUSAO

Cascas da P. fasciculata foram utilizadas para obtengdo do lupeol, o
rendimento da extragao foi de 0,6%. O processo de obtencdo do lupeol, a
partir da percolacdo exaustiva do pé das cascas da P. fasciculata,
previamente tratado com uma solugao de NH4OH, pode ser considerado um
meétodo eficiente. A alcalinizagdo do material vegetal, antes da extragéo, leva
a formacao de sais de compostos de natureza acida, presentes na planta,
tais como fendis. Assim, ao se realizar a percolagdo desse material com
diclorometano, foram extraidos, predominantemente, compostos neutros, de
baixa polaridade, como os triterpenos. Dessa forma, o extrato bruto continha
uma menor variedade de componentes, o que facilitou o isolamento do

lupeol.

Foram obtidos 6 produtos inéditos: o éter propargilico do lupeol (TB1) e 5
hibridos triazdlicos do lupeol (TB2-TB6). Os hibridos triazélicos foram obtidos
por reagcdo “click” entre um alcino terminal e uma azida organica. Essa
metodologia foi eficiente, fornecendo os produtos desejados em bons

rendimentos.

Por fim, os 6 produtos obtidos foram submetidos a teste de atividade
antimalarica pelo método enzimatico da quantificacdo da pLDH. O éter
propargilico do lupeol, TB1, foi a substéncia que apresentou um maior valor
de reducao da parasitemia, quando comparado com os valores do lupeol e
dos hibridos triazolicos deste. Além disso, os hibridos triazdlicos TB1 a TB6
foram submetidos a testes de citotoxicidade in vitro contra células HepG2. A
partir dos valores de CCsy conclui-se que, apesar das substéncias (TB1-TB6)
nao apresentarem uma atividade antimalarica relevante elas possuem uma

citotoxicidade inferior a do lupeol e a da cloroquina.
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Figura 25: Espectro na regido do IV do lupeol
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Figura 26: Espectro de RMN de "H do lupeol (CDCls, 200MHz).
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Figura 64: Espectro de RMN de 'H do TB4 (400MHz, CDCls).
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Figura 69: Espectro de RMN de "H de TB5 (400 MHz; CDCls).

102



Anexo

T 8 g8 =8 3 s S
- ~ @ © =1 o S o® © K -aod QO NOOKR QAW VKNS O O -0 < OF N OONN
b & &8& 8§ g 5 888 Y35 33985833 SR8 8N SR Y geeOgeed
o Kk\k&& )%///%J/

C3’C4

C3

C29

Figura 70: Espectro de RMN de °C e subespectro DEPT135 de TB5
(400 MHz; CDCls).

HE'/H6’
eV L

P 5

H29/29

S AN

H27/3”

il

- H3”/4” Eg

H27/3”

Figura 71: Expansdo do mapa de contorno COSY do TBS5 na regido de 6 8,0 a
0 0 (CDCI3 400 MHz).

103



Anexo

~100

~120

140

S C6'/HE’
C29/H29
L | csmHs C4’/H4 o
] e o C2MH2
C3'H3’
8.5 SﬂO 7ﬂ5 7ﬂ0 6ﬂ5 Gﬂo 5ﬂ5 5ﬂ0 4ﬂ5

ppm

Figura:72 Extensdo do mapa de contorno HSQC do TB5 na regido de 6 8,5 a

Inten. (x1,000,000)
Py

5,0 (400MHz; CDCl3).

2.2 355.1646

06 300.0260

277.1173

0.4 409.3811

o 176.{1796
130.0678 1950868 Il

584.4606

447.1151 3" 3

T T
100 150 200 250 300 350 400

‘ 556.4600 | |

T r T T
450 500 550 600 650 700 750 800

T
850

T
900

Figura 73: Espectro de Massa de Alta Resolugédo do TB5.

T
950

104



Anexo

1015 |

100 |
99 ]
98 |
97 |
96 |
95 |
94 |
93]
92
%T 91 |
90 ]
89

88 |
76

87 ]
86

85 |

1098
1046

84 |
710

83 |

815 ] T T T T T T T T T T T "
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0

rmol

Figura 74: Espectro na regido do IV do TB6

SYINURTANENRES

7.364
4.555
4.523
2.940
2.930
2911
2.900
2407
2.393
2.380
2.366
1.920
1.918
1.889
1.762
1.753
1.683
1.651
1.385
1.359
1.241
1.016

0.934
0.845
0.817
0.783
0.731
0.669
0.645
0.000

1.911

4.690
4.685
4.569

7.241
5513

4758
/—/ 4727
V. — 2353

2]
N
~
~

HS H2”

TT——— 2338

\\‘\\\\\\\\\\\\\\\\Hs

7.50 7.40 7.30 7.20
ppm (t1)

H3  H19

8
b
260 =

8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 2.0 1.0 0.0 -1.0
ppm (t1)

Figura 75: Espectro de RMN de "Hdo TB6 (400 MHz;
CDCly).

105



Anexo

=2 s 3328 2 3 9533 H2RYBE 3T BRE 2T § Y eH gy gyRLNR
5 3 ¢ Y88 g 8 8838 29993988853 3R QR eRPgePPgy
C4” C3” C2”
c3
| [ M I {
“
c0ca c1r | ‘ C29 | u Ly ‘ \u
| \ |
T ‘ T T \‘ T T T ‘ T T T T ‘ ‘
150 125 100 75 0

ppm (t1)
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