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RESUMO

Os farmacos antimalaricos disponiveis no mercado tém apresentado grandes
limitacbes no combate a doenca. O Plasmodium falciparum, principal agente
etiolégico da malaria humana, vem apresentando resisténcia as drogas
rotineiramente utilizadas na terapéutica da doenca, o que torna o tratamento mais
dificil e dispendioso, gerando assim, a necessidade de PD&l em farmacos
antimalaricos. A sintese de substancias contendo em sua estrutura a unidade
triazolica tem mostrado resultados promissores o que tem estimulado a exploragao
desta estratégia na busca de novos agentes antimalaricos. Esta estratégia envolve a
hibridizacdo molecular que consiste na fusao de duas “estruturas quimicas” bioativas,
geralmente unidas por um ‘ligante” covalente, resultando uma nova substéncia
também ativa. O presente trabalho explora esta estratégia e relata a sintese de novos
“hibridos 1,2,3-triazdlicos” utilizando diterpenos cauranicos de ocorréncia natural e a
4,7-dicloroquinolina, um produto comercial, como materiais de partida para a
obtencao de substancias inéditas, com potencial atividade antimalarica. Os produtos
naturais utilizados como materiais de partida foram os acidos caurendico e xilépico
que foram isolados a partir das plantas Wedelia paludosa (Asteraceae) e Xylopia
frutescens (Annonaceae), respectivamente. Numa primeira série, estes acidos foram
convertidos em éteres propargilicos que, por reacao "click" com diferentes azidas,
forneceram os hibridos triazélicos. Nesta série foram sintetizadas 15 substancias,
entre intermediarios e produtos finais, sendo dois éteres propargilicos inéditos e nove
hibridos triazdlicos inéditos. Na segunda série, foram sintetizadas 31 substancias no
total, onde a 4,7-dicloroquinolina foi o material de partida que foi convertida na 4-
azido-7-cloroquinolina e esta, por reacao "click" com diferentes alcinos terminais,
levou a 25 hibridos triazdlicos inéditos. Todas as substancias obtidas foram
submetidas a ensaios in vitro contra cepa de P. falciparum resistente a cloroquina
(W2) e a avaliagdo de citotoxicidade em culturas de células HepG2. Dentre as
substancias testadas, oito derivados do acido caurendico e sete do acido xilépico
mostraram baixa atividade antimalarica quando comparados aos diterpenos naturais,
com excecgao dos dois éteres propargilicos, que apresentaram Clso de 19.7 +3.8 e
83.4 £ 3.8 yM, bem como dois hibridos triazélicos com Clso de 53.0+5.1 e 56.318.1

MM. Todos os derivados quinolinicos mostraram-se ativos contra o P. falciparum.



Dentre estes, 14 apresentaram atividade antimalarica moderada com valor de Clsg
<50 uM, na faixa de 11,8 e 47,6 uM, e 14 apresentaram-se mais ativas com valores
de Clso entre 1,72 e 8,66 uyM. Além disso, todas as substéncias dessa série
apresentaram baixa citotoxicidade frente a células HepG2, com valores de CCso >
100 uM, sendo que a maioria dos compostos atingiram valores de CCso >1000 uM.
Portanto, os hibridos quinolinotriazdlicos podem ser considerados de maior potencial
como antimalaricos do que aqueles derivados dos diterpenos cauranicos aqui
descritos. Por outro lado, a atividade observada para os éteres propargilicos
cauranicos permite considerar que estes representam novos hits para a sintese de
potenciais antimalaricos a partir de diterpenos cauranicos com grupos doadores que
possibilitem a formagao de pontes de hidrogénio com a enzima PfATP6 como se pode

deduzir a partir dos estudos por docking molecular.

Palavras-chave: acido caurendico; acido xilépico; 4-aminoquinolinas; reagao "click";

hibridos triazdlicos; docking molecular; antimalaricos; plasmodium falciparum.



Abstract

The antimalarial drugs presently available in the market are disclosing limitations in
the fight against this disease. Plasmodium falciparum, the main aethiological agent of
human malaria, is becoming resistant to the most frequently used antimalarial drugs
what makes the treatment more difficult and expensive and, therefore, RD&l of new
antimalarial drugs becomes an urgent necessity. Syntheses of hybrid molecules with
a triazol unity have been described disclosing promising results what is estimulating
the exploration of this strategy in the quest of new antimalarial agents. In this strategy,
that is called “molecular hybridization”, two bioactive chemical sructures are
combined, generally by a covalent linkage, leading to a new bioactive compound. This
strategy was explored in the present work and this thesis reports the syntheses of
1,2,3-triazol hybrid molecules using naturally occurring kaurane diterpenes and 4,7-
dichloroquinoline, a commercial product, as starting materials to afford new potential
antimalarials. Kaurenoic and xylopic acids were isolated from Wedelia paludosa
(Asteraceae) and Xylopia frutescens (Annonaceae), respectively. A first series was
derived from diterpene propagilic ethers which by "click" reations with different organic
azides afforded the hybrid triazoles. This series led to 16 compounds including
synthetic intermediates and final products, two new propargilic ethers and nine hybrid
triazoles. In a second series, were synthesized substances 31, at where 4,7-
dichloroquinoline was converted to 4-azide-7-chloroquinoline that, by "click" reactions
with several terminal allkynes, afforded 25 new quinolinotriazoles. All the synthesized
compounds have had their in vitro animalrial activity evaluated against W2 chloroquine
resistant Plasmodium falciparum strain and cytotoxicity was assayed in HepG2 cell
cultures. All the diterpene derivatives disclosed lower activity in comparison to the
natural products, except the two propargilic ethers which showed ICsp 19.7 +3.8 and
83.4 + 3.8 uM, as well two of the diterpene hybrids with ICs0 53.0+£5.1 e 56.3+8.1 uM.
All of the quinolinotriazole hybrids were shown to be active against P. falciparum (W2).
14 out of these disclosed moderate activity with ICsp < 50 uM, in the range of 11.8 to
47.6 uM while 14 of these compounds were more active with ICso between 1.72 and
8.66 uM. Moreover, all the quinolinotriazoles are of low cytotoxicity showing CCso >
100 uM, some of them reaching CCso >1000 uM. Therefore the quinolinotriazole

hybrids might be considered of higher antimalarial potential than those derived from



the kaurane diterpenes. On the other hand, on the basis of the kaurane propargilic
ethers acivity here reported, these compounds might be regarded as new antimalarial
hits and new kurane derivatives supporting hydrogen bonds donors are expected to

be potential antimalarials as can be inferred from the molecular docking data.

Keywords: kaurenoic acid; xylopic acid; 4-aminoquinoline; "click" chemistry; hybrid

triazoles; molecular docking; antimalarials; plasmodium falciparum.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Malaria

A malaria é uma das principais doencgas infecciosas do mundo e existe ha cerca de
50.000 anos. Felizmente, entre 2000 e 2013, a taxa de mortalidade relacionada com
o paludismo diminuiu 47% em todo o mundo e 54% na Africa, segundo o relatério
anual da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), o que permitiu salvar o equivalente
a 4,3 milhdes de vidas. Porém, os numeros de mortes e casos de malaria em todo o
mundo ainda s&o muito expressivos. Em 2013, foram registrados 198 milhdes de
casos de malaria e nesse mesmo ano cerca de 580 mil pessoas morreram devido a
doenga, com 90% das mortes ocorrendo na Africa. As criangas com menos de cinco
anos constituem 78% dessas vitimas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Segundo o relatério sobre o paludismo no mundo, publicado em 2014, quase metade
da populacdo mundial esta em risco de contrair a doenga. No ambito mundial, estima-
se que haja 3,3 bilhdes de pessoas, em 97 paises e territorios, em risco de contrairem
o paludismo e 1,2 bilhdes de pessoas esta sob elevado risco (>1 caso de paludismo
por 1000 habitantes todos os anos) (Figura 1) (WHO, 2014).
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Figura 1 - Mapa de paises com transmissio de paludismo em 2013.
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A maléaria é causada por parasitas do género Plasmodium. Os parasitos sao
transmitidos para o hospedeiro humano, exclusivamente durante o repasto de
mosquitos fémeas do género Anopheles, os chamados "vetores da malaria". Existem
quatro espécies de parasitos que causam a malaria em seres humanos sendo que
trés destas sdo encontradas no Brasil: P. falciparum, que é o mais letal, P. vivax, o
mais comum, e P. malariae, de baixa prevaléncia no pais (SACHS; MALANEY, 2002).
Recentemente, P. knowlesi, foi descrito como parasita de humanos, outrora
incriminado como agente causador da malaria apenas em simios (SABBATANI;
FIORINO; MANFREDI, 2012; SERMWITTAYAWONG et al., 2012).

Os principais sintomas decorrentes da infeccdo por Plasmodium sao inicialmente,
dores de cabecga, fadiga, febre e nauseas (durante varios dias). Posteriormente, ha
acessos periddicos de calafrios e febre intensa, juntamente com destruicdo maciga
das hemacias (os glébulos vermelhos parasitados sofrem alteragdo nas suas
estruturas que os tornam mais adesivos entre si e as paredes dos vasos sanguineos,
criando coagulos que podem causar problemas cardiacos como tromboses e
embolias). A morte pode ocorrer a cada crise ou pode haver maiores complicagbes
cerebrais (sintomas mais avancados) (PARROCHE et al., 2007).

1.2 Malaria no Brasil
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Como dito anteriormente, no Brasil, ocorre a prevaléncia de trés espécies de
Plasmodium que transmitem a malaria em seres humanos: P. vivax, P. falciparum e
P. malariae. Uma quarta espécie, o P. ovale, s6 € encontrado em areas restritas do
continente africano. A incidéncia da malaria no Brasil aumentou cerca de dez vezes
nos ultimos 30 anos até o ano de 2005, quando comegou a ser observada uma
reducdo no numero de casos em areas com risco elevado. Essa redu¢ao nos casos
de malaria pode ser justificada pela intensificagcdo das agbes de controle da doenga,
porém sua manutencao ainda € um desafio a ser superado (CRISTINA; MOREIRA,
2013). Segundo o Ministério da Saude, em 2014 foram registrados quase 143 mil
casos de malaria (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE., 2015).

Aproximadamente 99,5% dos casos ocorrem na Amazonia Legal, considerada regido
endémica, que compreende os estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhao, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins. O risco de contrair
a doenga nao € uniforme, sendo medido por indice parasitario anual (IPA) que
classifica as areas de transmissao em alto risco — IPA maior que 49,9 casos de malaria
por mil habitantes; médio risco — IPA entre 10 e 49,9 casos/1000 habitantes; e baixo
risco — IPA de 0,1 a 9,9 casos/1000 habitantes (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE.
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE., 2005). Na Regido Amazénica a maior
parte dos casos de malaria € causada pelo P. vivax, entretanto, é preocupante o
percentual de casos por P. falciparum, que favorece a ocorréncia da doenga nas suas
formas graves e de 6bitos. (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE., 2005). Os fatores climatolégicos e ambientais favorecem a
transmissado da malaria durante todo o ano e interferem no ciclo vital dos mosquitos e
plasmdédios. A Figura 2 ilustra o mapa de risco da malaria por municipio de infecgao
no Brasil em 2014 (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE., 2014).
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Figura 2 - Mapa de risco de infecgdo por municipio no Brasil em 2014.
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1.3 Ciclo de vida do parasito

O Plasmodium é um parasito intracelular que possui um complexo ciclo de vida em
dois hospedeiros diferentes, sendo um deles um hospedeiro vetor invertebrado
(mosquitos do género Anopheles sp) onde ocorre a reprodugdo sexuada, e um
hospedeiro vertebrado onde ocorre a reproducao assexuada (homens e outros
animais). Os sintomas da malaria sdo causados pelos ciclos de multiplicagdo do
parasito dentro das hemacias (eritrécitos) do hospedeiro vertebrado. Um ciclo é
iniciado quando, durante o repasto, fémeas infectadas do mosquito injetam, no
hospedeiro vertebrado, o parasito na forma de esporozoitos que migram através dos
vasos sanguineos ao sistema hepatico infectando os hepatdcitos; uma vez no figado,
cada esporozoito gera dezenas de milhares de merozoitos hepaticos, que séo
liberados novamente na corrente sanguinea e invadem as hemacias em ciclos que

duram 48 horas em humanos. Alguns parasitos intra-eritrociticos sofrem diferenciagéo
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em gametécitos masculinos ou femininos, que sao ingeridos pelo mosquito no
momento da picada. Os gametdcitos migram para o intestino do mosquito e se
diferenciam em macrogametas (gametdcitos fémeas) e microgametas flagelados
(gametécitos machos). Estes gametas se fundem e formam zigotos, que se
diferenciam em oocinetos méveis que atravessam a parede intestinal e se diferenciam
em oocistos; a divisdo assexuada dos oocistos produz milhares de esporozoitos que
migram para as glandulas salivares do mosquito, reiniciando assim um novo ciclo de
transmissédo ao hospedeiro vertebrado no momento da picada. A (Figura 3) ilustra o

ciclo do parasito nos dois hospedeiros (MENARD et al., 2013).

Figura 3 - Ciclo biolégico de Plasmodium sp.
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Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium: mosquitos fémeas do género Anopheles transmitem o parasito
na forma de esporozoitos que migram até o figado; cada esporozoito se diferencia em mais de 10.000
merozoitos que utilizam os eritrécitos para reprodugdo assexuada; aqueles que se diferenciam em
gametdcitos sdo sugados pelo mosquito no momento da picada e se diferenciam em macrogametas e
microgametas flagelados que se fundem gerando os zigotos; os zigotos se diferenciam em oocinetos
moveis que atravessam a parede do intestino e se diferenciam em oocistos; em um ciclo de reprodugéo
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assexuada, cada oocisto gera mais de 1000 esporocistos que migram até a glandula salivar do
mosquito. Adaptado de Ménard et al., Nature Reviews Microbiolgy, 2013.

1.4 Quimioterapia da malaria

Antes mesmo da era Cristd, os chineses ja tratavam a malaria utilizando raiz
pulverizada da planta Dichroa febrifuga que, mais recentemente contatou-se que
contém o alcaldide febrifugina (VALE; MOREIRA; GOMES, 2005). No ocidente, a
quimioterapia antimalarica teve inicio no século XVII, com a utilizagcdo de chas e
bebidas preparadas com a casca de uma arvore nativa do Peru por populagdes
indigenas da América do Sul acometidas com alguns tipos de febre (OCKENHOUSE
et al., 2005). Em 1742, essa arvore foi devidamente descrita e recebeu o nome
cientifico de Cinchona officinalis (LEE, 2002). Em 1820, o estudo fitoquimico dessa
planta, levou ao isolamento da quinina (1) (Figura 4), um alcaloide responsavel pela
atividade antimalarica dessa planta e que esta presente em outras espécies deste
género. Até a | Guerra Mundial, a quinina (1) era o unico farmaco utilizado para o
tratamento da malaria. Durante esse conflito, os aleméaes tiveram dificuldade de obter
a casca de Cinchona, o que fez com que a Alemanha buscasse a sintese de
moléculas com possivel atividade antimalarica, como a 9-aminoacrinidina (2)
(quinacrina, mepacrina) que foi sintetizada na década de 1920 e comercializada em
1930, com o nome de atabrina (2) (Figura 4) (WALLACE, 1989).

Figura 4 - Estrutura quimica dos primeiros fairmacos antimalaricos, quinina (1) e atabrina (2).
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Durante a 2 Guerra Mundial, os Estados Unidos da América (EUA) tiveram
dificuldades em obter o material bruto para a extragdo da quinina (1), o que acarretou
na necessidade de utilizacdo de um composto alternativo, o que ocorreu em 1942,
com a sintese da atabrina (2). Porém, essa substancia apresentou varios efeitos
colaterais, fisicos e psicologicos, fazendo com que, em 1944, pesquisadores da
Universidade de Harvard sintetizassem em laboratério a quinina (1). Entretanto, a sua
sintese era dificil e a produgdo em larga escala era economicamente inviavel (LEE,
2002) Estas dificuldades motivaram a sintese de varios farmacos antimalaricos que

englobam um grande numero de moléculas organicas.

Os farmacos antimalaricos podem ser divididos de acordo com o grupo quimico ao
qual pertence cada molécula e sdo especificos para cada etapa do ciclo de vida do
Plasmodium. Sendo assim, existem farmacos chamados eritrociticos, que séao
aqueles que atuam nas formas presentes nas hemacias do homem; farmacos
gametociticos que matam as formas sexuadas do parasito (gametécitos) de um
individuo infectado, evitando assim a transmissdo da doenca para o inseto e
consequentemente a disseminacdo da doenga para outras pessoas e, por fim,
farmacos esporonticidas (ou esporoitocidas), que atuam contra esporozoitos matando
0s parasitos assim que eles entram na corrente sanglinea, apdés a picada do
mosquito, ou ainda destrui-los quando séo liberados pelos esquizontes hepaticos ou
sanguineos (LUIS REY, 2008). E importante mencionar que os farmacos
antimalaricos podem atuar contra mais de uma forma do protozoario e serem efetivos

contra uma espécie, mas totalmente ineficazes contra outras.

Geralmente, esses farmacos podem ser divididos entre as 4-aminoquinolinas, 8-
aminoquinolinas e os alcoois quinolinicos; os derivados artemisininicos e os farmacos

antifolatos (antibiéticos com atividade antimalarica):

» 4-Aminoquinolinas e alcoois quinolinicos

As 4-aminoquinolinas, bem como os alcoois quinolinicos s&o ativos contra formas
eritrociticas de P. falciparum e P. vivax. Os principais farmacos dessa classe séo a

quinina (1), cloroquina (3), amodiaquina (4) e mefloquina (5) (Figura 5).



40

Figura 5 - Estruturas quimicas de 4-aminoquinolinas antimalaricas: cloroquina (3) e

amodiaquina (4) e dos alcoois quinolinicos: quinina (1) e mefloquina (5).
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A quinina (1), primeiro farmaco utilizado como antimalarico e que ja foi citada
anteriormente, € um alcaloide quinolinico natural e precursor das 4 e 8-
aminoquinolinas (FRANGCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Entre as 4-aminoquinolinas, a cloroquina (CQ) (3) € um quimioterapico extremamente
importante, pois foi uma das substéncias antimalaricas mais utilizadas para a
supressao e profilaxia da malaria em muitas regides endémicas (GREGSON;
PLOWE, 2005). Foi sintetizada pelos alemaes na década de 1930, e se tornou o
farmaco de primeira escolha para o tratamento da malaria na década de 1940, devido
ao seu baixo custo, seguranga no tratamento de mulheres gravidas e nao apresentar
efeitos tdéxicos nas dosagens recomendadas, além de ser altamente eficaz na cura
da doenga. Em 1994, CQ foi a terceira droga mais consumida no mundo depois da
aspirina e paracetamol (CUNICO et al., 2008; ROBERT et al., 2001). A cloroquina (3)
é eficaz contra as formas eritrociticas de todas as espécies de Plasmaodio, além disso,
apresenta atividade antipirética e anti-inflamatéria (O'NEILL, P M et al., 1998).

Entretanto, seu uso constante durante décadas no tratamento e na profilaxia da
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malaria, selecionou mutantes resistentes ao farmaco, tanto em P. falciparum quanto

em P. vivax.

Em 1945 surgiu entdo a amodiaquina (4) que foi uma alternativa para o tratamento
da malaria causada por cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina. Esse farmaco
apresentou-se mais ativo contra P. falciparum e menos toxico que a cloroquina para
os pacientes (VALE; MOREIRA; GOMES, 2005). No entanto, apds ter sido utilizada
largamente ao longo de 40 anos, a resisténcia a droga e o surgimento de efeitos
colaterais graves como agranulocitose e hepatoxicidade limitou a sua utilizacéo
(ROBERT et al., 2001).

A mefloquina (5), um analogo sintético da quinina foi desenvolvida na década de
1970. E um esquizonticida sanguineo que se mostrou ativo contra P. falciparum e P.
vivax mas nao exerce nenhum efeito sobre as formas hepaticas dos parasitas, motivo
pelo qual esse medicamento deve ser utilizado em associacdo com outro farmaco
antimalarico. A mefloquina tem sido utilizada a muitos anos contra cepas do parasito
resistentes a cloroquina, mas o uso desse farmaco tem apresentado os mais diversos
efeitos colaterais, como complicagbes gastrintestinais, tonturas e efeitos
neuropsiquiatricos adversos como ansiedade, depressdo e alucinagdes (VALE;
MOREIRA; GOMES, 2005). Apesar de este farmaco ser relativamente novo, ja foram

relatados casos de resisténcia no combate ao P. falciparum.

> 8-Aminoquinolinas

Essa é a unica classe dos farmacos gametocidas. A Pamaquina (6), Primaquina (7)

e Tafenoquina (8) (Figura 6) sao trés exemplos de farmacos dessa classe.
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Figura 6 - Estruturas quimicas das 8-aminoquinolinas antimalaricas: pamaquina (6),

primaquina (7) e tafenoquina (8).
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A pamaquina (6), foi sintetizada na Alemanha durante a década de 1920, é o agente
antimalarico mais antigo do grupo das 8-aminoquinolinas. A primaquina (7) foi
sintetizada pela primeira vez nos Estados Unidos, em 1946. E o Unico farmaco que
atua de maneira eficaz contra as formas exoeritrociticas do parasita. A primaquina,
geralmente é co-administrada com um agente esquizonticida sanguineo, como a
cloroquina e a amodiaquina. E o agente antimalarico mais utilizado dessa classe
(FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008; VALE; MOREIRA; GOMES,
2005). Entretanto, seu uso causa efeitos colaterais importantes, como disturbio do
trato gastrintestinal e, em altas doses, pode ocorrer hemdlise em pacientes com
deficiéncia genética de glicose-6-fosfato desidrogenase eritrocitica (meta-
hemoglobinemia) (VALE; MOREIRA; GOMES, 2005).

Por fim, tem-se a Tafenoquina (8), uma nova 8-aminoquinolina analoga da
primaquina. Porém tem um indice terapéutico maior do que a primaquina e pode ser
util também para a quimioprofilaxia de P. falciparum (ROBERT et al., 2001). Essa
substancia pode representar um avancgo na terapia contra P. vivax, pois vem se

mostrando ativa contra esquizonticidas sanguineos e hipnozoitas dessa espécie de
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Plasmodium (LLANOS-CUENTAS et al., 2014) e se encontra em ensaios clinicos com
a participagao de pesquisadores da Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado, em Manaus, que realizou um estudo multicéntrico, duplo-cego,
randomizado para avaliar a eficacia, seguranca e tolerabilidade da tafenoquina (SB-
252263, WR238605) em individuos com malaria tipo Plasmodium vivax (BECK et al.,
2015).

> Artemisininas

Os farmacos dessa classe incluem a artemisinina (9) uma lactona sesquiterpénica
isolada da planta chinesa Artemisia annua L. (ROSENTHAL, 2003) e seus derivados
semi-sintéticos (Figura 7), como arteméter (10), arteéter (11), artesunato (12), acido
artenilico (13) e mais recentemente, a diidroartemisina (14). Esses farmacos tém acéao
rapida contra todos os estagios sanguineos do parasito, incluindo os gametacitos, que
€ o estagio sexuado infectante para o mosquito (ROSENTHAL, 2003). Além disso,
estas substancias sdo ativas contra cepas de Plasmodium resistentes a todos os
outros farmacos e tém aplicacdo crescente no tratamento de malaria falciparum
aguda, principalmente no sudeste asiatico. Apesar do sucesso dessa familia de
farmacos, ja ha relatos da ocorréncia de resisténcia a esses compostos (HYDE, 2002).
Outra desvantagem ao utilizar esses farmacos € que eles possuem meia-vida curta
sendo necessario um tratamento longo (sete dias) e, além disso, estes farmacos nao
impedem um novo ciclo de multiplicagcdo de parasitos que nao foram eliminados pela
acao da droga, portanto, seu uso é recomendado sempre em associagao a outros
farmacos como, por exemplo, a mefloquina (MESHNICK; DOBSON, 2001).
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Figura 7 - Estruturas quimicas da artemisinina (9) e seus derivados semi-sintéticos:

arteméter (10), arteéter (11), artesunato (12), acido artenilico (13) e diidroartemisina (14).

> Antifolatos

Os farmacos dessa classe incluem alguns antibidticos classicos com atividade
antimalarica que agem inibindo a biossintese do folato, um fator de crescimento
essencial para o parasito. Dois grandes exemplos desta classe sao as sulfonas e as
sulfonamidas. A dapsona (15) (Figura 8) € a mais conhecida entre as sulfonas
antimalaricas, porém, tem se mostrado muito tdxica. Ja entre as sulfonamidas
antimalaricas tem-se a sulfadoxina (16), sulfadiazina (17) e o sulfaleno (18) (Figura
8) (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008; VALE; MOREIRA; GOMES,
2005).
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Figura 8 - Estruturas quimicas da sulfona, dapsona (15) e das sulfonamidas: sulfadoxina (16),

sulfadiazina (17) e sulfaleno (18).

(0]

~OFO- w0t o

(0]

Ha ainda outros trés antifolatos importantes, a pirimetamina (19) e a trimetoprima (20)
(Figura 9) que atuam contra o P. falciparum de forma lenta, porém n&o sado indicadas
para o tratamento da fase aguda da malaria, sendo assim geralmente sao utilizadas
em combinagdo com outros farmacos. No terceiro grupo dos antifolatos tem-se as
biguanidinas, como a proguanil (21) (Figura 9), que € pouco téxico e util como agente
profilatico pois age destruindo parasitas durante a passagem para a corrente
sanguinea antes que invadam as hemacias. Esse farmaco tem sido utilizado em
combinagdo com a cloroquina (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008;
HYDE, 2002). Os compostos desta familia sao facilmente absorvidos pelo organismo,
mas de dificil excre¢ao, e tém sido cada vez menos empregados, devido a resisténcia

generalizada de Plasmodium a esses medicamentos (HYDE, 2002).



46

Figura 9 - Estruturas quimicas de antifolatos antimalaricos: pirimetamina (19), trimetoprima

(20) e proguanil (21), uma biguanidina.
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O mecanismo de acao desses farmacos ainda nao esta totalmente esclarecido. Em
2005, Angus Bell e em 2010, O Neill e colaboradores sugeriram que as quinolinas
atuam dentro do vacuolo digestivo promovendo uma alteracdo do gradiente de pH
entre o0 meio interno e externo deste (BELL, 2005; O’NEILL, PAUL M; BARTON;
WARD, 2010). Além disso, sabe-se que a droga inibe a formacédo da hemozoina (ou
pigmento malarico) dentro do vacuolo digestivo (GINSBURG; WARD; BRAY, 1999).

Estudos mostram que os farmacos do grupo dos aril-aminoalcoois, como a quinina,
agem nos fosfolipides da membrana do vacuolo digestivo inibindo algumas vias de
transporte de calcio e outros ions, comprometendo, assim, a degradagdo da

hemoglobina (heme) e levando a morte do parasito (FITCH, 2004).

Ja 0 mecanismo de agao das sesquiterpenolactonas como a artemisinina e seus
derivados, pode estar relacionado com a sua capacidade quimica de gerar radicais
livres que s&o prejudiciais ao parasito. Recentemente foi sugerido outro mecanismo
de acdo que se baseia na inibicdo da enzima calcio-ATPase do parasito
(WOODROW; HAYNES; KRISHNA, 2005).
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1.5 Reacgoes "click"

1.5.1 A reacao "click" na sintese de 1,2,3-triazéis

Compostos heterociclicos apresentam diversas atividades biolégicas, tais como anti-
hipertensiva (losartana), antiviral (ribavirina), antitumoral (carbamato de fluorouracila),
antifungica (fluconazol), antiinflamatéria e analgésica (dipirona), antimalarica
(metronidazol). Os triazéis estao entre os sistemas heterociclicos mais estudados e
vém despertando um grande interesse pelo fato de possuirem um amplo campo de
aplicagdes, que vao desde usos como explosivos, até como agroquimicos e farmacos
(MELO, JULIO O F et al., 2006). Sdo moléculas hétero-aromaticas, em que trés
atomos de nitrogénio estdo dispostos em um anel de cinco membros. Esse anel tem
a vantagem de possuir baixo peso molecular, alta densidade de nitrogénio e boa
estabilidade térmica. Os triazdis pertencem a familia dos azdis e possuem dois
isdmeros estruturais: 1,2, 3-triazois e 1,2,4-triazois, conforme Figura 10 (MELO, JULIO
OF etal., 2006).

Figura 10 - Isémeros estruturais dos triazoéis.
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Até o presente momento n&o ha relatos sobre os triazéis oriundos de fontes naturais,
sendo obtidos apenas sinteticamente. Diversas metodologias para sua sintese estéao
descritas na literatura, onde as mais importantes sao a ciclizacdo [2N + 1N] e a

cicloadigdo 1,3-dipolar, sendo esta a mais empregada (MELO, JULIO O F et al., 2006).

A reacao de cicloadigdo 1,3-dipolar, envolvendo uma azida organica e um alcino
terminal, como materiais de partida, foi primeiramente observada por Arthur Michael

em 1893 (apud Adams et al., 2009), porém foi desenvolvida apenas em 1967 por um
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alemao, Rolf Huisgen, ficando entdo conhecida como “ciclizagdo de Huisgen”
(HUISGEN, 1967). Esta reagao concertada apresenta algumas desvantagens, como
a necessidade de altas temperaturas, longos tempos de reagéo, além de apresentar
baixo rendimento e talvez o principal problema dessa reacdo seja a falta de
regioseletividade apresentada, pois ao final da reacao se observa a formagao de uma
mistura de regioisdmeros triazélicos 1,4 e 1,5-dissubstituidos (Esquema 1) (MOSES;
MOORHOUSE, 2007).

Esquema 1 - Sintese de 1,2,3-triazéis substituidos via cicloadigdo [3+2] de Huisgen a partir

de alcinos terminais.
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No entanto, descobriu-se que essa reagao pode ser catalisada eficientemente por sais
de cobre (Cu(l)), levando exclusivamente aos triazéis 1,4-dissubstituidos (KOLB;
FINN; SHARPLESS, 2001).

Introduzido inicialmente em 2001 por Kolb e colaboradores o termo “click chemistry”
descreve a formacgao da ligagdo carbono-heteroatomo, na qual as reagdes sao
altamente eficientes, com elevados rendimentos, subprodutos inertes ou muitas vezes
com auséncia de subprodutos, regides especificas, tolerancia a variacdo dos
reagentes, materiais de partida simples ou de facil acesso e técnicas de purificagao
simples (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001). O termo “click chemistry” foi criado como
uma nova abordagem para atender as novas demandas da quimica moderna,
principalmente para a descoberta de novos farmacos e é certamente uma tendéncia
na quimica contemporanea (MOSES; MOORHOUSE, 2007).

Ao longo dos anos, muitas reagdes foram enquadradas neste grupo, com destaque
especial para uma delas: a cicloadigdo catalisada por espécies de Cu'* entre alcinos
terminais e azidas, também conhecida como reagcdo CUuAAC. Rostovtsev e Tornge,
em 2002, realizaram estudos simultdneos e mostraram que a catalise com cobre
acelera a reagao de azidas com acetilenos terminais sem a necessidade de

aquecimento. Além disso, o mais importante dessa metodologia refere-se a
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regiosseletividade, produzindo eficientemente o regioisémero 1,4-dissubstituido-
1,2,3-triazol, em condigdes de reagcdes muito mais brandas (Esquema 2)
(ROSTOVTSEV et al., 2002; TORNYE; CHRISTENSEN; MELDAL, 2002).

Esquema 2 - Formagéo de um 1,2.3-triazol-1,4-dissubstituido pela reacdo "click" entre um

alcino terminal e uma azida organica.

CuS0,.5H,0 1 2
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Além do descrito acima, uma reagao “click” pode ser realizada em variados sistemas
de solventes, tanto aquosos quanto organicos, em uma ampla faixa de temperaturas
(de 0 °C a 160 °C), além de suportar os mais diversos tipos de grupos funcionais
presentes tanto nos alcinos quanto nas azidas (MELDAL; TORNGQE, 2008).

1.5.2 Aplicagoées da reagao “click”

Inimeros trabalhos sobre esta reagdo vém sendo regularmente publicados nas mais
diversas areas de pesquisa, incluindo quimica medicinal, bioconjugagao, quimica de
materiais, quimica supramolecular, sintese de catalisadores, dentre outras, com
grandes avancgos tecnolégicos e descoberta de novos precursores de farmacos
(PEREIRA, GUILHERME ROCHA et al., 2010).

Em 2002, Tornge e colaboradores publicaram uma das primeiras aplicagbes da
reacdo CuAAC ao utilizarem a reacao "click" para sintetizar peptidotriazois, onde
peptideos ligados a uma resina de PEGAgoo foram funcionalizados com um alcino e
em seguida, azidas derivadas de agucares, aminoacidos e aminoalcoois foram
acopladas aos peptideos. Essas reagdes foram realizadas a temperatura ambiente,
em THF, e como fonte de cobre foi usado Cul na presengca de DIPEA (N,N-di-

isopropiletilamina), levando a formagao dos compostos triazolicos (22) e (23) (Figura
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11) em bons rendimentos, 73 e 87% respectivamente (TORNJE; CHRISTENSEN;
MELDAL, 2002).

Figura 11 - Peptidotriazéis (22) e (23) obtidos via reacdo "click".
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Em 2003, Sharpless e Kolb, realizaram uma triagem in situ para obter varios
compostos triazolicos com potencial atividade inibitéria da enzima protease do HIV.
Dentre os compostos obtidos, os triazois (24) e (25) (Esquema 3) inibiram em alto
grau a enzima protease do virus HIV e trés de suas variaveis mutantes (KOLB,;
SHARPLESS, 2003).

Esquema 3 - Sintese de novos triazois inibidores da enzima protease do HIV, via reagio
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Varios outros exemplos de sintese de substancias triazolicas com diversas atividades

biolégicas podem ser encontrados na literatura. Por exemplo, em 2008, Kamal e
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colaboradores e em 2010, Colombano e colaboradores obtiveram uma série de
compostos triazolicos com atividade antitumoral, onde os compostos 26, 27, 28 e 29,
cujas estruturas sao representadas na Figura 12 foram os que apresentaram melhor
atividade (COLOMBANO et al., 2010; KAMAL et al., 2008).

Figura 12 - Compostos triazélicos obtidos via reagio "click" com atividade antitumoral in

vitro.
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A reacgao "click" tem sido também empregada na modificagdo de produtos naturais
bioativos visando a melhora da atividade biolégica destes. Por exemplo, o trabalho
realizado por Silva Jr. e colaboradores, em 2012, relatou a sintese de varios protétipos
derivados da naftoquinona, muito promissores na obtencdo de farmacos com
atividade tripanossomicida. Dentre esses prototipos os compostos 30 e 31,
representados na Figura 13, foram os mais ativos contra o Tripanossoma cruzi,
apresentando valores de 1Cso muito mais baixos (10,9 uM e 17,7 pM, respectivamente)
ao valor obtido para o farmaco atualmente disponivel para o tratamento (benznidazol

ICs0 103.6 uM), fato que demonstra a grande importancia do estudo desses compostos
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triazdlicos na busca de novos farmacos para o tratamento da Doenga de Chagas (DA
SILVA et al., 2012).

Figura 13 - Derivados triazélicos de naftoquinonas (30) e (31) com potencial atividade

tripanossomicida.

Como outro exemplo, ha o trabalho de Pagliai e colaboradores, que relataram em
2006, a sintese de uma série de analogos do resveratrol (32), um produto natural que
possui diversas atividades biolégicas. Alguns destes analogos (Figura 14) contendo
um anel triazdlico, apresentaram atividade citotéxica e antiproliferativa maior do que o
protétipo natural. Este anel funcionou como um bioisdstero da ligagdo dupla (PAGLIAI
et al., 20006).

Figura 14 - Resveratrol (32) e seus analogos modificados com anel triazélico.
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Em 2010, Guantai e colaboradores também exploraram a reacdo "click" para
desenvolver hibridos 17,2, 3-triazélicos com atividade antimalarica unindo chalconas a
dois importantes agentes contra a malaria e o HIV: cloroquina e AZT, respectivamente.
Esses hibridos foram unidos através da cicloadigéo 1,3-dipolar catalisada por Cu (1)
entre o alcino da chalcona e azido do AZT e da cloroquina, levando aos hibridos 33 e
34 (Esquema 4). Estes compostos foram os que apresentaram os melhores
resultados contra cepas de P. falciparum (D10, Dd2 e W2) (GUANTAI et al., 2010).

Esquema 4 — Obtengédo dos compostos 1,2,3-triazéis-1,4-dissubstituidos 33 e 34 a partir da

reagao "click” entre alcino terminal de uma chalcona e azidas organicas.
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Diante do exposto, a sintese de substancias contendo em sua estrutura a unidade
triazdlica torna-se de grande interesse com vistas a avaliagéo de seu potencial como

candidatos a novos farmacos antimalaricos. Sabe-se que os farmacos antimalaricos
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disponiveis no mercado tém apresentado grandes limitagdes no combate a doenca.
O P. falciparum, que é o principal causador da malaria em humanos, esta cada vez
mais resistente as drogas sintéticas rotineiramente utilizadas na terapéutica da
malaria. Esta resisténcia tem tornado o tratamento dificil e dispendioso, gerando,
assim, a necessidade de se desenvolver novos farmacos antimalaricos (MORGAN;
HARITAKUL; KELLER, 2008). Uma estratégia interessante e viavel para o
desenvolvimento racional desses farmacos ¢é a hibridizagdo molecular que envolve a
fusdo de duas “estruturas quimicas”, geralmente unidas por um “ligante” covalente,
onde ambas apresentam um grupo farmacoférico ativo, resultando uma nova

substancia também ativa.

Atualmente, pesquisadores do grupo do Laboratério de Fitoquimica — FAFAR/UFMG
e do Departamento de Engenharia Quimica da PUC tém utilizado a reagao "click"
para funcionalizar moléculas complexas. Além do mais, 0 mesmo grupo da Prof?
Alaide Braga de Oliveira, tem investigado plantas tradicionalmente utilizadas para
tratamento da malaria (BATISTA et al., 2013; DOLABELA et al., 2008; OLIVEIRA,
ALAIDE B et al., 2009) e desenvolveu um projeto apoiado pelo programa CNPq
PRONEX Rede Malaria com resultados promissores. Adicionado a isso, estes grupos
tém focado seus estudos no nucleo quinolinico e seus derivados, pois quinolinas
constituem uma importante classe de substancias heterociclicas, estando presente
em diversos produtos naturais com diferentes aplicagdes terapéuticas (PEREIRA, G
R et al., 2014). Assim, o presente trabalho teve como objetivo a sintese de novos
“hibridos triazodlicos” utilizando diterpenos cauranicos e a 4,7-dicloroquinolina como
materiais de partida para a obteng¢ao de produtos inéditos e com potencial atividade

antimalarica.

Os produtos naturais utilizados neste trabalho como materiais de partida foram os
acidos caurenoico (35) e xilépico (36) pela facilidade em serem isolados em uma
quantidade satisfatéria para posteriores modificacdes estruturais e por apresentarem
diversas atividades bioldgicas. A outra substancia utilizada como material de partida
foi a 4,7-dicloroquinolina, um produto comercial (37). As estruturas desses compostos

estao representadas na Figura 15.
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Figura 15 - Estruturas quimicas das substancias utilizadas como materiais de partida nesse

trabalho.
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Essa tese € composta por trés capitulos. No capitulo 1 é abordado o isolamento dos
diterpenos cauranicos 35 e 36 a partir do fracionamento dos extratos hexanicos de
Wedelia paludosa e Xylopia frutescens, respectivamente, com o objetivo de se dispor
de quantidade suficiente de ambos para os trabalhos descritos no subsequente

capitulo que tratara de sintese organica.

O capitulo 2 trata da sintese de derivados triazélicos dos acidos caurendico e xilépico,
utilizando-se metodologias usuais envolvendo interconversao de grupos funcionais
que levarao a formagao de um éter contendo a fungao alcino, formando-se, assim,
um “bloco construtor” para uma reacgao "click". Esse bloco construtor possibilitara a
combinagdo com varias substancias funcionalizadas com o grupo azida, obtendo-se

ao final da reacéo, hibridos 1,2, 3-triaz6licos-1,4-dissubstituidos inéditos.

Por fim, o capitulo 3 apresenta a sintese de uma série de produtos triazodlicos,
derivados da 4,7-dicloroquinolina. Inicialmente foi realizada a funcionalizacdo da
quinolina comercial 37 com o grupo azida, seguida por cicloadigdo com diferentes

alcinos terminais comerciais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Sintetizar hibridos inéditos, através da reacao "click", partindo de produtos naturais
bioativos como os acidos caurendico e xilopico e da substancia comercial 4,7-
dicloroquinolina e avaliar as atividades antimalarica e citotoxica de todas as

substancias obtidas.

2.2 Objetivos Especificos

e Preparar os extratos hexanicos a partir das partes aéreas de Wedelia paludosa

e dos frutos de Xylopia frutescens;

e |[solar os acidos caurendico (35) e xilépico (36) a partir dos extratos hexanicos

de W. paludosa e X. frutescens, respectivamente;
¢ Sintetizar as azidas organicas necessarias para as reagoes "click";
¢ Sintetizar os éteres propargilicos a partir dos diterpenos cauranicos;

e Sintetizar hibridos triazolicos inéditos, a partir dos alcinos derivados dos acidos

caurenoico e xilopico, por cicloadigdo com diferentes azidas organicas;

e Estudar por docking molecular a interacdo entre a PfATP6 e os derivados

cauranicos obtidos;
o Sintetizar hibridos triazélicos inéditos, a partir da 4,7-dicloroquinolina;

o Caracterizar espectroscopicamente todos o0s compostos isolados e

sintetizados;

e Avaliar a atividade antimalarica de todos os compostos obtidos por testes in

vitro em culturas de P. falciparum (W2;
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e Avaliar a citotoxicidade in vitro de todos os compostos obtidos com atividade

antiplasmaodica em células HepG2.
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3. METODOS E TECNICAS GERAIS

3.1 Técnicas experimentais

3.1.1 Pontos de fusao

Os pontos de fusao de todos os compostos foram determinados utilizando o aparelho
modelo MQAPF-307 (Microquimica) do Laboratério de Fitoquimica da Faculdade de
Farmacia da UFMG.

3.1.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para CCD foi utilizada silica gel 60 G (Merck) sobre placa de vidro, com a espessura
da camada de silica de 0,25 mm e placas de silica gel 60 F2s4 cromatoplaca 20x20 da

Merck. As placas foram pulverizadas com reveladores apropriados, descritos a seguir.

. lodo sublimado: O iodo soélido foi colocado em uma cuba e esta foi fechada

para se obter uma atmosfera de vapor de iodo.

o Solucao acida de CAM (Molibdato Cérico Amoniacal): A um erlenmeyer
contendo 5,0 g de sulfato cérico, 25,0 g de molibdato de aménio e 450 mL de
agua destilada, foram adicionados, sob agitagdo, 50 mL de acido sulfurico
concentrado. A solucéo final foi agitada por 1 hora e estocada na auséncia de
luz. Para revelagédo, borrifou-se essa solugdo nas placas cromatograficas

seguido de aquecimento (para tal utilizou-se secador esferografico)
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o Solugao de Anisaldeido Sulfurico: Em um erlenmeyer contendo 0,5 mL de
anisaldeido 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 revelacgao, a solucao foi borrifada nas placas cromatograficas seguido de
aquecimento (para tal utilizou-se secador esferografico) (WAGNER; BLADT,
1996).

3.1.3 Cromatografia em coluna

As purificagbes foram realizadas em colunas cromatograficas utilizando colunas de
vidro empacotadas com silica gel Merck 60 (0,063-0,200 mm; 70-230 mesh ASTM),
geralmente na proporgdo de 100 gramas de silica gel por grama de mistura a ser

cromatografada.

3.2 Técnicas espectroscopicas

3.2.1 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros foram obtidos em um espectrofotdbmetro FT-IR, Spectrum One, Perkin-
Elmer com sistema ATR no laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia, UFMG.

3.2.2 Espectrometria de massas

Os espectros de massas foram obtidos no equipamento Shimadzu LCMS-IT-TOF
equipado com fonte de ionizagao por electrospray do Departamento de Quimica, ICEX,
UFMG. E no equipamento UPLC-MS/MS ACQUITY Ultra Performance LCTM, Waters,
composto por detector de arranjos de diodo (DAD) modelo PDA 2996 e detector de
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espectrometria de massas ACQUITY TQ (Water), equipado com fonte de ionizagao

por spray de elétrons Z-spray (ESI) e software Mass LynxTM (verséo 4.1, Waters).

3.2.3 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais de 'H, 3C, DEPT 135, e os
mapas de contorno COSY, HMQC e HMBC foram obtidos em espectrometros
BRUKER AVANCE DPX200 e DRX400, ambos do Laboratério de Ressonéncia
Magnética Nuclear de Alta Resolugdo (LAREMAR) do Departamento de Quimica-
UFMG. Os solventes utilizados foram CDCl; DMSO-D6, MeOD, contendo TMS como
referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (8) sao expressos em ppm, € as

constantes de acoplamento (J) em Hz.

3.2.4 Preparagao de solventes e reagentes (Armarego & Perrin, 1996)

. Acetato de etila, diclorometano e n-hexano comerciais foram destilados

(destilagcao simples) a fim de eliminar a graxa residual;

. Acetona anidra. A acetona comercial ou PA foi mantida sob refluxo com
carbonato de potassio (KoCO3) durante 2 horas, seguida por destilacdo e
armazenada 24 horas em um frasco de vidro ambar devidamente vedado sobre

peneira molécula 3A;

o Tetraidrofurano anidro (THF). O THF foi refluxado na presenca de sodio
metalico e benzofenona até o aparecimento de coloragédo azul, em seguida o

solvente foi destilado e recolhido sendo utilizado imediatamente nas reagdes;

e Carbonato de potassio anidro (K2CO3). O carbonato de potassio foi mantido
em mufla a 300° C durante 3 horas, em seguida foi mantido em um dessecador

até o seu resfriamento.



CAPITULO 1

ISOLAMENTO DE DITERPENOS CAURANICOS DE Wedelia paludosa D.C. e
Xylopia frutescens Aubl.

61



62

1. INTRODUGAO

1.1 Wedelia paludosa

Wedelia paludosa D.C., pertencente a familia Asteraceae, € uma planta herbacea,
conhecida popularmente por pseudo-arnica, margaridao, pingo-de-ouro, mal-me-
quer-do-brejo, picdo-da-praia ou apenas vedélia. Essa planta é amplamente
encontrada no Brasil, muito frequente em regides litoraneas, terrenos baldios e em
vegetagdes ornamentais de vias e pragas publicas, sendo utilizada na medicina

popular para o tratamento de varias doencas (ROQUE et al., 1987).

Essa espécie vem despertando um grande interesse cientifico, uma vez que
pesquisas realizadas anteriormente evidenciaram a acgado anti-inflamatéria, anti-
hiperalgésica, tripanosomicida, antimicrobiana, hipoglicémica, anti-nociceptiva e
antifungica de extratos orgéanicos obtidos de diferentes partes de W. paludosa
(BLOCK et al., 1998; BRESCIANI, LOUISIANE FACCIO V et al., 2004). Estudos
fitoquimicos realizados com essa espécie relatam o isolamento e identificagdo de
alguns compostos, como acido caurendico (35) e grandflorénico (38); estigmasterol
(39); glicosideos de estigmasterol; ésteres derivados do acido oleandico (40);
flavonodide, como a luteolina (41), e lactona sesquiterpénica, como a paludolactona
(42) (Figura 16) (BATISTA et al., 2007a; BLOCK et al., 1998; CARVALHO et al.,
2001).

O diterpeno acido caurendico encontra-se em todas as partes da planta, porém em
concentragdes maiores na raiz (BATISTA, 2005; BRESCIANI, LOUISIANE FACCIO
V et al, 2004). Ja a luteolina concentra-se apenas nas folhas e nas flores. A
paludolactona € uma nova lactona do tipo eudesmanolideo, isolada e identificada por
(FILHO et al., 2004).
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Figura 16 - Estruturas quimicas de algumas substancias isoladas de Wedelia paludosa.

1.2 Xylopia frutescens

Xylopia frutescens Aubl. € uma arvore de pequeno porte encontrada na regido central
e sul das Américas, Africa e Asia (TAKAHASHI, JACQUELINE A. et al., 1995). No
Brasil, estas arvores sdao comumente denominadas breu, breu-branco, pimenta do
sertdo, jejerecu, coagerucu, pindaiba, pindauva, malagueta, entre outros nomes. Essa
espécie € utilizada para fins medicinais como agente antimicrobiano, antireumatico,

analgésico e anti-inflamatério, entre outros usos. O género Xylopia € conhecido por
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apresentar diterpenos cauranicos com atividade antimicrobiana e tripanossomicida
(NGOUELA et al., 1998) como por exemplo, os acidos xilépico e acutiflérico que
apresentaram atividade tripanossomicida (DI-STASI, 2002). Um estudo fitoquimico
dos frutos verdes, da casca do caule e das folhas de X. frutescens, realizado por
Takahashi e colaboradores, levou ao isolamento do sitosterol, de seis diterpenos
cauranicos conhecidos como os acidos caurendico (35) e xilopico (36), o ent-16[3-
hidroxi-caurano (43), ent-caur-16-en-19-ol (44), acido ent-16p-hidroxi-caur-19-6ico
(45), o acido ent-163,17-dihidroxi-cauran-19-6ico (46) e dois dimeros diterpénicos, o
acido acutiflorico (47) e seu derivado, conhecido como acido frutoico (48) (Figura 17)
(TAKAHASHI, JACQUELINE A. et al., 1995).

Figura 17 - Estruturas quimicas de algumas substancias isoladas de Xylopia frutescens.

47 48
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento do acido caurendico de Wedelia paludosa

2.1.1 Coleta e identificagao do material vegetal

Partes aéreas da planta foram coletadas no canteiro central da Avenida Afonso Pena,
Belo Horizonte, MG, em novembro de 2011. A identificacdo taxonémica da espécie foi
realizada por comparagao com exemplar identificado anteriormente pela Prof2. Dra.
Telma Suely Mesquita Grandi (CHIARI, 1996).

2.1.2 Processamento do material vegetal

Logo apds sua coleta, o material vegetal foi submetido a secagem, em estufa, em
temperatura néo superior a 40°C, por 72 horas. Apos esse periodo de secagem, o
material foi pulverizado em moinho de facas, obtendo-se 2,455 kg de p6 das partes
aéreas de W. paludosa. A torta do material vegetal foi submetida a percolagao
exaustiva com n-hexano, que apds uma rapida filtragao utilizando carvao ativado para
eliminacao de clorofila, foi concentrado até residuo fornecendo um extrato hexanico

(34 g), de consisténcia pastosa e coloragao verde clara.

2.1.3 Fracionamento cromatografico do extrato hexanico de Wedelia

paludosa

Inicialmente, apenas uma aliquota de 5 g do extrato hexanico obtido foi submetido a
um fracionamento rapido, por cromatografia em coluna de silica-gel. Foram utilizados
como eluentes: n-hexano, mistura de n-hexano e diclorometano (1:1) e diclorometano,
sendo recolhidas 17 fragoes de 200 mL cada. As fragdes 7 e 8 que foram eluidas com
n-hexano e diclorometano (1:1), foram reunidas de acordo com suas semelhangas em
CCD e, ap6s concentragcao em rotavapor, foram obtidos 1,306 g de um sdlido branco.
Esse material foi submetido a uma nova coluna cromatografica, utilizando-se n-

hexano e misturas sucessivamente mais polares de n-hexano e diclorometano
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(hexano-DCM 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4.6). Esse método resultou no isolamento de 434

mg de acido caurendico com bom grau de pureza, como observado por CCD.

O restante do extrato hexanico (29 g) foi submetido a uma coluna cromatografica de
silica-gel, utilizando-se n-hexano, misturas de n-hexano e diclorometano nas
proporcoes 7:3 e 1:1 e diclorometano, levando ao isolamento de 1,132 g do acido

caurenoico (35).

2.2 Isolamento do acido xilopico de Xylopia frutescens

2.2.1 Coleta e identificagdo do material vegetal

Os frutos imaturos de X. frutescens foram coletados no municipio de Belém, em maio
de 2011, e cedidos, ja secos, gentilmente pela Profe. Dr2. Marlia Regina Coelho
Ferreira, responsavel pela coordenacdo de Botanica do Museu Paraense Emilio

Goeldi, Belém (PA), Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

2.2.2 Processamento do material vegetal

Os frutos secos foram pulverizados em moinho de facas e armazenados para posterior

extragcdo. Foram obtidos 450 g de p6 dos frutos imaturos secos.

Foi realizada uma percolagdo exaustiva utilizando-se n-hexano como solvente,
obtendo-se, entdo, um extrato hexanico, que apos a remocgéao do solvente sob presséo
reduzida, obteve-se um sélido branco (5 g). O mesmo foi inicialmente analisado por
CCD, mostrando ser constituido principalmente por acido xilépico (36), tendo como

segundo composto majoritario o acido caurendico (35).

2.2.3 Fracionamento cromatografico do extrato hexanico de Xylopia

frutescens
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Apds uma prévia analise por CCD, o solido branco obtido (5 g) foi submetido a
fracionamento em coluna cromatografica de silica-gel. Foram utilizados como eluentes
n-hexano, misturas sucessivamente mais polares de n-hexano e diclorometano nas
proporcoes 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, diclorometano e, por ultimo, acetato de etila. Foram
recolhidas fragdes de 200 mL cada. As fragdes 23-65, eluidas com n-hexano-DCM
(1:1) foram reunidas para a obtengdo de 350 mg de um sdlido que, apds
recristalizacdo com metanol a quente, forneceu 113 mg do acido caurendico, como
um soélido cristalino branco. As fracbes 67-69, eluidas com acetato de etila foram
reunidas, obtendo-se apds a concentragdo em rotavapor, 2,321 g de acido xilépico

(36) como um solido branco.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Isolamento dos acidos caurendico e xilépico de Wedelia paludosa e

Xylopia frutescens, respectivamente

Foram obtidos num total 1,566 g de acido caurendico (35) através do fracionamento
do extrato hexanico, quantidade satisfatéria para posteriores transformacgoes

quimicas, descritas no Capitulo 2.

Assim como o acido caurendico, o acido xilopico (36) foi obtido como substéncia pura
(2,321 g), em quantidade suficiente para ser utilizado como material de partida,

mostrando ser o composto majoritario do extrato hexanico de Xylopia frutescens.

3.2 Caracterizagao espectroscopica dos diterpenos isolados

3.2.1 Caracterizagao espectroscoépica do acido caurendico (35)

O acido ent-caur-16-en-19-6ico ou, simplesmente, acido caurenoico (35), teve sua
identificagcdo comprovada com base em espectros de RMN de 'H, '3C, DEPT 135 e
por comparagao com dados da literatura (BATISTA, 2005). Os principais sinais
atribuidos para os hidrogénios e todos os sinais de carbono constam na Tabela 1, em

comparacgao com os dados da literatura.




69

Tabela 1 - Dados de RMN de 'H e de '3C do acido caurendico 35 e comparagio com dados da

literatura.

Acido caurenoico (35) Acido caurenoico (35) (200/50 MHz,

(200/50 MHz, CDCls). Este trabalho CDCls) (BATISTA, 2005)

H o Seem.JH) C© sem)| H O ¢ 5 (ppm)
H-17a 4,80 (sl, 1H) 1 40,6 H-17a 4,79 (sl, 1H) 1 40,7
H-17b 4,74 (sl, 1H) 2 19,0 H-17b 4,73 (sl, 1H) 2 19,1
H-13 2,64 (sl, 1H) 3 37,7 H-13 2,64 (sl, 1H) 3 37,7
H-18  125(s,3H) 4 437 | H18 124(s,3H) 4 432
H-20 096(s,3H) 5 570 | H20 095(s,3H) 5 57,1

6 21,8 6 21,8
7 41,2 7 41,3
8 44,2 8 44,2
9 55,0 9 55,1
10 39,6 10 39,7
11 18,4 11 18,4
12 33,0 12 33,1
13 43,8 13 43,8
14 39,6 14 39,7
15 48,9 15 48,9
16 155,8 16 155,9
17 103,0 17 103,0
18 28,9 18 29,0
19 184,7 19 184,8
20 15,6 20 15,6
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O espectro de RMN de 'H (Figura 18) do acido caurendico mostrou dois simpletos
largos (sl) em &6 = 4,8 e 4,74, referentes aos hidrogénios da ligagao dupla terminal (H-
17a e H-17b). Os hidrogénios H-18 e H-20 apareceram como simpletos integrados

para trés hidrogénios cada um, em 6 = 1,25 e 0,96, respectivamente.

Figura 18 - Espectro de RMN de 'H do &cido caurenéico (35) (200 MHz, CDCl5).
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No espectro de RMN de *C (Figura 19) observam-se os sinais em d = 184,7, regiao
tipica de carbono carbonilico, referente ao C-19 (COOH), em & = 155,8 e 103,0
caracteristicos de carbonos olefinicos, referentes a C-16 e C-17, respectivamente. Os

demais sinais estdo de acordo com a literatura e a estrutura proposta.



71

Figura 19 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do acido caurenéico (35) (50
MHz, CDCls).

CLLY8L
GGGl

o
o
©
@
©

286201
910°2S

ppm (11)

3.2.2 Caracterizagao espectroscopica do acido xilépico (36)

O acido ent-15a-acetoxi-caur-16-en-19-6ico ou acido xilopico (36) também teve sua
identificacdo confirmada com base em espectros de RMN de 'H, '3C, DEPT 135 e por
comparagao com dados da literatura (TAKAHASHI, JACQUELINE APARECIDA,
1994). Os dados de RMN de 'H e de "*C sdo representados na Tabela 2, em

comparacéo com os dados da literatura.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 20) do composto 36 tem como sinais mais
importantes para a determinacio de sua estrutura, um simpleto em & = 5,15 referente
ao H-15, um simpleto em & = 2,16 integrado para 3, indicando a presencga de grupo
metila de éster (H-22), dois simpletos largos (sl) em & = 4,93 e 4,87 integrados para 2
hidrogénios olefinicos, atribuidos aos hidrogénios da ligagao dupla exociclica (H-17a
e H-17b), e dois simpletos em & = 1,23 e 0,97, referentes aos hidrogénios H-18 e H-
20, respectivamente, indicando a presencga de dois grupos metila em carbonos tetra-

substituidos.

Figura 20 - Espectro de RMN de 'H do acido xil6pico (36) (200 MHz, CDCls).
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O espectro de RMN de '3C (Figura 21) pode-se observar os sinais das carbonilas C-
19 e C-21 em & = 184,7 e 171,6, respectivamente, os sinais referentes aos carbonos
olefinicos C-16 e C-17 em & = 153,9 e 106,3, respectivamente, e um sinalem & = 81,8

equivalente ao C-15.
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Figura 21 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do &cido xilépico (36) (50 MHz,

CDCl3).
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Tabela 2 - Dados de RMN de "H e '*C do acido xilépico 36 e comparagio com dados da

literatura.

Acido xilépico (36) (200/50 MHz, CDClI3)
Neste trabalho

Acido xilépico (36) (200/50 MHz, CDCls)
(TAKAHASHI, JACQUELINE

APARECIDA, 1994)

H
H-15

H-17a

H-17b
H-13
H-22
H-18
H-20

0 (ppm), J (Hz)

5,15 (s, 1H)
4,93 (sl, 1H)
4.87 (sl, 1H)
2,66 (sl, 1H)
2,16 (s, 3H)
1,23 (s, 3H)
0,97 (s, 3H)

C

© 0O N O O~ WO DN -

N N N ) A  a A A QA  Q QO a2 -
N =~ O © 0o N o o o W N -~ ©

0 (ppm)
40,9
19,2
37,8
43,9
56,6
21,5
39,0
46,1
471
39,5
18,1
33,4
40,7
36,5
81,8
153,9
106,3
29,0
184,7
16,0
171,6
21,5

H
H-15

H-17a

H-17b
H-13
H-22
H-18
H-20

0 (ppm), J (Hz)

5,15 (s, 1H)
4,94 (sl, 1H)
4,87 (sl, 1H)
2,62 (sl, 1H)
2,18 (s, 3H)
1,24 (s, 3H)
0,97 (s, 3H)

C

© 00 N o a B~ W N -

| O IR \ NG T |\ [ N (I U U O G U U G
N =~ ©O © 0o N O o » W N =~ O

0 (ppm)
40,7
19,1
37,7
43,7
56,5
21,3
38,8
45,9
46,9
39,4
17,9
33,3
40,6
36,4
81,6
153,7
106,1
28,9
184,2
15,8
171,4
21,3
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CAPITULO 2

SINTESE DE DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOLICOS-1,4-DISSUBSTITUIDOS A PARTIR
DOS ACIDOS CAURENOICO (35) E XILOPICO (36)
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1. INTRODUGAO

Os acidos caurendico (35) e xilépico (36) pertencem a classe dos diterpenos ent-
cauranicos, os quais possuem um esqueleto tetraciclico rigido, constituido por uma
unidade peridro-fenantrénica (anéis A, B e C) e de um anel ciclopentanico (anel D)
fundido com o anel C e que é formado por uma ponte de dois carbonos entre C-8 e C-
13 (Figura 22). O acido xilépico (36), diferencia-se do acido caurendico (35) apenas
pela presenca de um grupo acetoxila na posicao 15a. Nos vegetais, os diterpenos
cauranicos participam como precursores na biossintese das giberelinas, fito-
horménios, que atuam no crescimento de plantas (BRESCIANI, LOUISIANE FACCIO
VERANI, 2003; GHISALBERTI, 1997).

Figura 22 - Esqueleto caracteristico de um diterpeno ent-cauranico.

O acido caurendico (35) é frequentemente encontrado em representantes da familia
Asteraceae, principalmente em espécies dos géneros Wedelia spp, Mikania spp,
Oyedaea spp, Baccharis spp, Solidago spp. E comumente encontrado também em
espécies da familia Annonnaceae, como Xylopia spp, Annonna spp. (DE MELO, A C
et al., 2001; OLIVEIRA, BRAS H; SANT’ANA; BASTOS, 2002; VILEGAS; MARCHI;
LANCAS, 1997). Apresenta diversas atividades bioldgicas, incluindo propriedades
antimicrobiana, hipoglicémica, anti-inflamatoria, antiprotozoaria, bactericida,
tripanossomicida e antinociceptivo (BATISTA; CHIARI; DE OLIVEIRA, 1999; BLOCK
et al., 1998; BRESCIANI, LOUISIANE FACCIO V et al., 2004).
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O acido xilopico (36) ja foi isolado de plantas brasileiras como, por exemplo, de Xylopia
frutescens e é conhecido por apresentar atividade tripanossimicida contra cepas de
Trypanosoma cruzi (TAKAHASHI, JACQUELINE A. et al., 1995) e atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans (BOAKYE-YIADOM; FIAGBE; AYIM,
1977).

Considerando as atividades apresentadas pelos diterpenos, acidos caurendico (35) e
xilépico (36), tornou-se de interesse a sintese de derivados triazélicos inéditos dos
mesmos e esse capitulo descreve as modificagdes estruturais realizadas objetivando
a sua utilizacdo em reagbes "click" para obtencao de derivados triazolicos (60-68)

(Esquema 5).
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Esquema 5 - Esquema geral para obtengio dos derivados triazélicos a partir dos acidos

caurendico (35) e xilépico (36).

CuS0,4.5H,0
sodium ascorbate
R—N3
-
DCM/H,0, r.t.

CuS0,4.5H,0
sodium ascorbate
R—N3

DCM/H,0, rt.

36 54
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese, dados fisico-quimicos e espectroscopicos das substancias
obtidas.

211 Sintese do éster metilico do acido caurendico (ent-caur-16-en-19-oato
de metila) (49) (BOECK et al., 2005)

A um baldo de 100 mL adicionou-se carbonato de potassio (1,175 g; 8,5 mmol),
acetona anidra (100 mL) e deixou-se o sistema sob agitacdo a temperatura ambiente
por 15 minutos, sob atmosfera de nitrogénio. Apds esse tempo, adicionou-se o acido
caurendico (35) (500 mg; 1,65 mmol) e o sistema foi mantido em agitagéo por mais 30
minutos, sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida, adicionou-se iodeto de metila (3
mL) mantendo-se o meio reacional a temperatura ambiente e agitagdo magnética por
6 horas. Ap6s o término da reagao (monitorada por CCD, eluente: n-hexano/acetato
de etila 8:2) adicionou-se acetato de etila e agua (50 mL). Em funil de decantacéo
foram realizadas extragées com acetato de etila (3 x 50 mL) e em seguida as fases
organicas foram reunidas e secadas com sulfato de sodio anidro e o filtrado foi
concentrado em evaporador rotatério sob vacuo. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel obtendo-se o produto 49 como um sélido branco

(408 mg; 1,29 mmol) com 73% de rendimento.

Dados referentes ao composto 49:

FM: C21H3202
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MM: 316,24 g/mol

FF: 79,6-80,5 °C; 80-82 °C (BATISTA, 2005).

IV (ATR, cm™): 2930 e 2852 (C-H), 1722 (C=0), 1656 (C=C).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicéo: 4,78 (sl, 1H, H-17a), 4,72 (sl, 1H, H-17b), 3,63 (s, 3H,
H-21), 2,62 (sl, 1H, H-13), 1,16 (s, 3H, H-18), 0,82 (s, 3H, H-20).

RMN de '3C (50 MHz, CDCIs): 178 (C-19), 155,7 (C-16), 102,9 (C-17), 57 (C-5), 55
(C-9), 51 (C-21), 48,9 (C-15), 44,1 (C-8), 43,7 (C-13 e C-4), 41,2 (C-7), 40,7 (C-1),
39,6 (C-14), 39,3 (C-10), 38 (C-3), 33 (C-12), 28,7 (C-18), 21,9 (C-6), 19,1 (C-2), 18,3

(C-11), 15,3 (C-20).

2.1.2 Sintese do ent-caur-16-en-19-ol (50) (BATISTA et al., 2007b)

A um baldo de 50 mL adicionou-se hidreto de litio e aluminio (150 mg; 3,95 mmol) e o
composto 49 (78 mg; 0,24 mmol) solubilizado em THF anidro (10 mL). Deixou-se o
meio reacional sob agitacdo magnética e refluxo por 3 horas. A reagao foi
acompanhada por CCD (eluente: n-hexano/acetato de etila 7:3) até o material de
partida ser totalmente consumido. Ao final da reagao gotejou-se acetato de etila para
destruir o hidreto de litio e aluminio em excesso, depois o residuo obtido foi filtrado
usando papel de filtro em um funil de buchner sob vacuo e o filtrado concentrado sob

pressao reduzida até a obtengcdo de um solido amarelo claro que foi submetido a
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purificagdo em coluna de silica-gel obtendo 63,9 mg (0,21mmol) do produto 50 como

um soélido branco, em 90% de rendimento.

Dados referentes ao composto 50:

FM: CxoH320

MM: 288,25 g/mol

FF: 134 -135 °C; 133-135 °C (BATISTA, 2005).

IV (ATR, cm™): 3459 (O-H), 2923 e 2853 (C-H), 1656 (C=C).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls): & ppm (multiplicidade, integragédo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigao: 4,78 (sl, 1H, H-17a), 4,72 (sl, 1H, H-17b), 3,74 (d, 1H,
J19a, 190 = 10,9, H-19a), 3,42 (d, 1H, J1e», 192 = 10,9, H-19b), 2,63 (sl, 1H, H-13), 1 (s,
3H, H-18), 0,95 (s, 3H, H-20).

RMN de '3C (50 MHz, CDCls): 155,8 (C-16), 102,9 (C-17), 65,4 (C-19), 56,8 (C-5),
56,1 (C-9), 49 (C-15), 44,1 (C-8), 43,9 (C-4), 41,6 (C-7), 40,4 (C-1), 39,6 (C-14), 39,1
(C-10), 38,6 (C-3), 35,5 (C-13), 33,1 (C-12), 27 (C-18), 20,4 (C-6), 18,2 (C-2), 18,1 (C-
11), 18 (C-20).

2.1.3 Sintese do 3’(ent-caur-16-en-19-oxi) prop-1’-ino (51)
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A um baldo de 50 mL adicionou-se hidreto de sdodio (63 mg; 2,62 mmol) e THF
previamente tratado (5 mL) e deixou-se o sistema sob agitacdo a temperatura
ambiente por 15 minutos, sob atmosfera de nitrogénio. Apds esse tempo adicionou-
se, com o auxilio de uma seringa, o composto 50 (185 mg; 0,64 mmol), solubilizado
em THF anidro (10 mL) deixando o sistema sob agitacdo por mais 30 minutos. Em
seguida adicionou-se brometo de propargila (0,5 mL), também com o auxilio de uma
seringa e a mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 24 horas. Apds o termino
da reacao, que foi acompanhada por CCD (eluente: n-hexano/diclorometano 1:1),
adicionou-se acetato de etila (3 x 50 mL) e agua. As fases organicas foram reunidas
e a solugado organica resultante foi lavada com solugao de NaOH 0,5 M e solugao
saturada de NaCl. Por fim descartou-se a fase aquosa e adicionou-se sulfato de sodio
anidro a fase organica para retirar a agua do meio. Filtrou-se a solugao para se obter,
apos a purificagédo em coluna cromatografica, o composto 51 como um 6leo amarelo

(119,4 mg; 0,36 mmol) em 57% de rendimento.

Dados referentes ao composto 51:

FM: C23H340

MM: 326,26 g/mol

IV (ATR, cm™): 3292 (C-H, sp), 2921 e 2851 (C-H, sp?), 2165 (C=C), 1641 (C=C).
RMN de 'H (200 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢ado: 4,8 (sl, 1H, H-17a), 4,74 (sl, 1H, H-17b), 4,11 (s, 2H,
H-3’), 3,6 (d, 1H, J19a, 19 = 8,7, H-19a), 3,28 (d, 1H, J19p, 19a= 8,7, H-19b), 2,64 (sl, 1H,
H-13), 2,4 (s, 1H, H-1"), 1 (s, 3H, H-18), 0,95 (s, 3H, H-20).

RMN de '3C (50 MHz, CDCls): 155,9 (C-16), 102,9 (C-17), 80,5 (C-19), 73,7 (C-2),
73,1 (C-1’), 58,5 (C-3), 56,9 (C-5), 56,2 (C-9), 49,1 (C-15), 44,2 (C-8), 44 (C-4), 41,6

(C-7), 40,5 (C-1), 39,6 (C-14), 39,2 (C-10), 37,8 (C-3), 36,3 (C-13), 33,2 (C-12), 29,7
(C-18), 20,5 (C-6), 18,2 (C-2), 18,4 (C-11), 18,2 (C-20).



83

2.1.4 Sintese do acido ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (52) (TAKAHASHI,
JACQUELINE A. et al., 1995)

A um baldo de 100 mL adicionou-se 500 mg do acido xilopico (36) solubilizado em
metanol e uma solugcdo de KOH aquosa (10%, 5 mL). O meio reacional foi deixado
sob refluxo e agitagdo magnética. A reacao foi monitorada por CCD até a observacéao
do consumo total do material de partida que ocorreu apds 6 horas de reacao. Apos
esse tempo a mistura reacional foi acidificada com HCI diluido (10%) e o metanol
removido em evaporador rotatorio. O residuo aquoso foi extraido com acetato de etila,
a fase organica lavada com solugao saturada de bicarbonato de sddio e, em seguida,
com solugao saturada de cloreto de sodio. A fase aquosa foi descartada e adicionou-
se sulfato de sédio anidro na fase orgéanica para retirar a agua do meio. Filtrou-se a
solugao para obter, apds a purificagdo em coluna cromatografica, o composto 52 como

um solido branco (379 mg; 1,2 mmol) com 86% de rendimento.

Dados referentes ao composto 52:

FM: C20H3003

MM: 318,22 g/mol

FF: 202-205 °C; 203-205 °C (TAKAHASHI, JACQUELINE APARECIDA, 1994).

IV (ATR, cm™): 3392 (O-H), 2923 e 2853 (C-H), 1683 (C=0).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integracdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigéo: 5,10 (sl, 1H, H-17a), 4,96 (d, 1H, J17b, 172 = 2,2, H-17Db),
3,77 (s, 1H, H-15), 2,66 (sl, 1H, H-13), 1,24 (s, 3H, H-18), 0,97 (s, 3H, H-20).



84

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): 184,1 (C-19), 158,2 (C-16), 104,8 (C-17), 82,5 (C-15),
56,3 (C-5), 45,7 (C-9), 45,4 (C-8), 43,7 (C-4), 40,5 (C-1), 40 (C-13), 39,2 (C-10), 38,8
(C-7), 37,7 (C-3), 36,2 (C-14), 33 (C-12), 28,9 (C-18), 21,4 (C-6), 19 (C-2), 18,2 (C-
11), 15,6 (C-20).

2.1.5 Sintese do ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-oato de metila (53)
(TAKAHASHI, JACQUELINE A. et al., 1995)

O produto 53 foi obtido com 71% (281 mg) de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um solido branco, conforme procedimento descrito no
item 2.1.1.

Dados referentes ao composto 53:

FM: C21H3203

MM: 332,24 g/mol

FF: 210-213 °C; 212-214 °C (TAKAHASHI, JACQUELINE APARECIDA, 1994).

IV (ATR, cm™'): 3459 (O-H), 2923 e 2853 (C-H), 1739 (C=0), 1656 (C=C).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicéo: 5,07 (sl, 1H, H-17a), 4,93 (sl, 1H, H-17b), 3,74 (s, 1H,
H-15), 3,63 (s, 3H, H-21), 2,63 (sl, 1H, H-13), 1,16 (s, 3H, H-18), 0,83 (s, 3H, H-20).

RMN de "3C (50 MHz, CDCls): 178,3 (C-19), 158,5 (C-16), 105 (C-17), 82,7 (C-15),
56,6 (C-5), 51,3 (C-21), 45,9 (C-9), 45,7 (C-8), 44 (C-4), 40,8 (C-1), 40,2 (C-13), 39,2
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(C-10), 39,1 (C-7), 38,2 (C-3), 36,5 (C-14), 33,3 (C-12), 28,9 (C-18), 21,7 (C-6), 19,3
(C-2), 18,5 (C-11), 15,7 (C-20).

2.1.6 Sintese do ent-15a-prop-2-iniloxi-caur-16-en-19-oato de metila (54)

O produto 54 foi obtido com 65% (119,4 mg) de rendimento apds purificagdo em
coluna cromatografica, na forma de um éleo amarelo, conforme procedimento descrito

no item 2.1.3.

Dados referentes ao composto 54:

FM: C24H3403

MM: 370,25 g/mol

IV (ATR, cm-1): 3306 (C-H de sp), 2933 e 2855 (C-H de sp®), 2116 (C=C), 1721
(C=0), 1660 (C=C).

RMN de 'H (200 MHz, CDCIl3): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicao: 5,14 (sl, 1H, H-17a), 4,94 (sl, 1H, H-17b), 4,43 (sl, 2H,
H-3’), 3,75 (s, 1H, H-15), 3,63 (s, 3H, H-21), 2,60 (sl, 1H, H-13), 2,46 (sl, 1H, H-1),
1,17 (s, 3H, H-18), 0,83 (s, 3H, H-20).
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RMN de 3C (50 MHz, CDCls): 178,3 (C-19), 156,7 (C-16), 105,8 (C-17), 88,8 (C-15),
81,0 (C-1'), 74,5 (C-2’), 60,1 (C-3'), 56,7 (C-5), 51,3 (C-21), 46,6 (C-9), 46,4 (C-8), 44
(C-4), 40,8 (C-1), 40,6 (C-13), 39,8 (C-10), 39,3 (C-7), 38,2 (C-3), 36,6 (C-14), 33,5
(C-12), 28,9 (C-18), 21,8 (C-6), 19,3 (C-2), 18,2 (C-11), 15,8 (C-20).

2.1.7 Sintese da 4-azido-7-cloroquinolina (55)

A um baldo de 100 mL adicionou-se a 4,7-dicloroquinolina (1 g, 5,07 mmol)
solubilizada em DMF anidra (30 mL). Em seguida, adicionou-se NaNs (1,306 g; 20,1
mmol) e o0 meio reacional foi mantido sob agitacédo e aquecimento a 90 °C, por 24
horas. A reagao foi acompanhada por CCD (eluente: diclorometano/acetato de etila
7:3) até o consumo total do material de partida. Apos o término da reagao adicionou-
se acetato de etila e extraiu-se com uma solugao saturada de NaCl. A fase organica
foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido sob pressdo reduzida em
evaporador rotatério. Apds a purificagdo em coluna cromatografica de silica gel,
obteve-se o produto 55 como um sdlido amarelo (890 mg; 4,36 mmol; 85,9 % de

rendimento).

Dados referentes ao composto 55:

FM: CoH5sCINg

MM: 204,02 g/mol

PF: 112-113 °C; 115 °C (PEREIRA, G R et al., 2014)

IV (ATR, cm™): 3036 (C-H de sp?), 2090 (-N=N*=N-); 1572, 1474, 1421 (C=C
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aromatico); 798 (C-Cl).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicéo: 8,73 (d, 1H, J2 3= 4,8, H-2), 7,97 (d, 1H, Jg 6= 1,9, H-
8), 7,85 (d, 1H, Js 6= 8,9, H-5), 7,37 (dd, 1H, Js 5= 8,9, Js, 8= 1,7, H-6), 7,01 (d, 1H, J3,
2=4,8, H-3).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): 151,37 (C-2), 149,66 (C-10), 146,38 (C-4), 136,53 (C-
7), 128,27 (C-8), 127,56 (C-5), 123,81 (C-6), 119,98 (C-9), 108,77 (C-3).

2.1.8 Sintese da 3-azidopiridina (56)

5~ N1

A um baldo de 100 mL contendo uma solugéo acida (10% de HCI) de 3-aminopiridina
(5 g; 0,053 mol), adicionou-se gota a gota, uma mistura de nitrito de sdédio (4,4 g; 0,064
mol) e agua (10 mL). Em seguida, gotejou-se nesse baldo, sob agitagdo e a uma
temperatura de 0°C, uma solugédo de NaNs (2,68 g; 0,064 mol) em agua (10 mL). A
reagcao prosseguiu sob agitacdo e temperatura ambiente, por 45 minutos. Apds este
tempo, a mistura reacional foi alcalinizada com solugdo de NaCOs3 e extraida com
diclorometano. A fase orgéanica foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido
em evaporador rotatorio. Obteve-se o produto 56 como um éleo marrom (6,36 g; 60%

de rendimento).

Dados referentes ao composto 56:
FM: CsHsN4

MM: 120,04 g/mol
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IV (ATR, cm™): 3408 e 3034 (C-H de sp?), 2090 (-N=N*=N—); 1571,1474,1421 (C=C

aromatico).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integragcdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cao: 8,35 — 8,39 (m, 2H, H-2 e H-4), 7,28 — 7,37 (m, 2H, H-
5 e H-6).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): 146,04 (C-2), 141,34 (C-6), 137,17 (C-3), 125,97 (C-
4), 124,19 (C-5).

2.1.8 Sintese do azidobenzeno (57)

A um baldo de 500 mL contendo uma solucdo de acido cloridrico concentrado em
agua na proporcao de 1:1, adicionou-se sob agitacéo e a 0°C anilina destilada (1 g;
0,010 mol). Em seguida, verteu-se, lentamente ao baldo, uma solugéo de nitrito de
sédio (800 mg; 0,013 mol) em agua sob agitagédo e a 0°C. Apds 20 minutos de reagao,
adicionou-se ao meio reacional uma solugao de NaNs (0,542 mg; 0,013 mol) também
em agua, mantendo-se a temperatura ambiente e agitagdo por 40 minutos. Apds este
periodo, a mistura reacional foi alcalinizada com solugdo de Na>.CO3 e extraida com
éter dietilico. A fase organica foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido
em evaporador rotatorio. Obteve-se o produto 57 como um éleo marrom (575 mg; 4,83

mmol; com 45% de rendimento).

Dados referentes ao composto 57:
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FM: C6H5N3

MM: 119,05 g/mol

IV (ATR, cm™'): 3247, 3065 e 3036 (C-H sp), 2090 (-N=N*=N—),1593, 1506, 1491 e
1455 (C=C aromatico).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicao: 7,38 (t, 2H, J32 = J34 = 7,6, H-3), 7,18 (d, 1H, Js3 =
7,6, H-4), 7,05 (d, 2H, J23= 7,6, H-2).

RMN de '3C (50 MHz, CDCls): 140,21 (C-1), 129,96 (C-3), 125,08 (C-4), 119,23 (C-
2).

219 Sintese do 1-azido-4-clorobenzeno (58)

O produto 58 foi obtido com 51% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um déleo amarelo, conforme procedimento descrito no
item 2.1.9.

Dados referentes ao composto 58:

FM: C6H4C|N3

MM: 153,01 g/mol
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IV (ATR, cm™): 3062 (C-H sp), 2091 (-N=N*=N-), 1592, 1491 e 1455 (C=C

aromatico).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢do: 7,31 (d, 2H, J32 = 8,7, H-3), 6,95 (d, 2H, J23 = 8,7, H-
2).

RMN de '3C (50 MHz, CDCls): 138,92 (C-1), 130,47 (C-4), 130,10 (C-2), 120,52 (C-
3).

2.1.10 Sintese do 1-azido-4-metoxibenzeno (59)

O produto 59 foi obtido com 57% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um 6leo marrom, conforme procedimento descrito no item
2.1.9.

Dados referentes ao composto 59:

FM: C7H7N3O

MM: 149,06 g/mol

IV (ATR, cm™): 3394, 3225 (C-H sp), 2100 (-N=N*=N~), 1587, 1455 e 1440 (C=C

aromatico).
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RMN de 'H (200 MHz, CDCIls) &: & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicdo: 6,96 (d, 2H, J-3 =9, H-2), 6,88 (d, 2H, J32 =9, H-3),
3,79 (s, 3H, H-5).

RMN de 13C (50 MHz, CDCls): 156,95 (C-4), 132,29 (C-1), 119,93 (C-2), 115,07 (C-
3), 55,50 (C-5).

2.2 Sintese dos hibridos 1,2,3-triazélicos-1,4-dissubstituidos 60-68 -
Procedimento geral da reagao de cicloadigao catalisada por cobre | entre um

alcino terminal e uma azida organica (reagao "click")

A um baldo de 50 mL, contendo o alcino (0,11 mmol) e a azida orgéanica (0,11 mmol),
solubilizados em DCM (2 mL), adicionou-se CuSQ04.5H20 (0,004 mmol) e uma solugao
aquosa de ascorbato de sodio (2 mL), previamente preparada com acido ascoérbico
(0,033 mmol) e bicarbonato de sddio (0,033 mmol). A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo magnética e temperatura ambiente por 24 horas. Apés o consumo do
material de partida, observado por CCD (eluente: n-hexano/acetato de etila 1:1)
adicionou-se ao meio reacional DCM (30 mL) e extraiu-se com uma solugédo de EDTA
50% (m/v) e NH4OH concentrado misturados na proporcao de 1:1 em agua. A fase
organica foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido em evaporador
rotatério. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica obtendo-

se o derivado 1,2,3-triazdlico.

2.21 Sintese da 7’-cloro-4’-(4’-ent-caur-16-en-19-oximetil)-1H-
1,2,3-triazol-1’-il) quinolina (60)
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O produto 60 foi obtido com 67% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um sélido branco, conforme procedimento geral descrito

no item 2.2.

Dados referentes ao composto 60:

FM: C32H39C|N4O

MM: 530,28 g/mol

FF: 146-148 °C

IV (ATR, cm™'): 3078 (C-H de aromatico), 2922 e 2849 (C-H de sp?), 1656 (C=C), 1593
e 1562 (C=C aromatico), 1117 (C-O de éter).

RMN de 'H (200 MHz, CDCIl3): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigao: 9,06 (d, 1H, Jo, 3»= 4,5, H-2"), 8,25 (d, 1H, Js 67 =
1,95, H-8"), 8,00 (d, 1H, J5- 6= 8,9, H-5"), 7,97 (sl, 1H, H-5’), 7,60 (dd, 1H, Js" 5= 8,9,
Je7g7= 1,95, H-6"), 7,50 (d, 1H, J3" >»= 4,5, H-3"), 4,79 (sl, 1H, H-17a), 4,73 (sl, 1H, H-
17b), 4,75 (sl, 2H, H-6'), 3,68 (d, 1H, J19a 19 = 8,8, H-19a), 3,40 (d, 1H, J19p, 192 = 8,8,
H-19b), 2,63 (sl, 1H, H-13), 1,01 (s, 3H, H-18), 0,99 (s, 3H, H-20).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls): 155,8 (C-16), 151,3 (C-2”), 150,2 (C-10"), 147,1 (C-4"),
141,1 (C-4"), 136,9 (C-7"), 129,4 (C-6"), 129,0 (C-8"), 124,5 (C-57), 123,8 (C-5), 120,7
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(C-9”), 116 (C-3”), 102,9 (C-17), 74,1 (C-19), 65,0 (C-6’), 56,8 (C-9), 56,2 (C-5), 49,0
(C-15), 44,1 (C-8), 43,9 (C-13), 41,6 (C-7), 40,4 (C-1), 39,6 (C-14), 39,2 (C-10), 38,0
(C-4), 36,4 (C-3), 33,1 (C-12), 27,9 (C-18), 20,6 (C-6), 18,4 (C-2), 18,2 (C-11), 18,1
(C-20).

2.2.2 Sintese da 3”’-(4’-(ent-caur-16-en-19-oximetil)-1H-1,2,3-triazol-
1°-il) piridina (61)

O produto 61 foi obtido com 58,3% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um solido amarelo claro, conforme procedimento geral

descrito no item 2.2.

Dados referentes ao composto 61:

FM: C28H38N4O

MM: 446,3 g/mol

FF: 102-105 °C

IV (ATR, cm™'): 3063 (C-H de aromatico), 2923 e 2855 (C-H de sp?), 1659 (C=C), 1586
(C=C aromatico), 1108 (C-O de éter).
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RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicdo: 9 (d, 1H, J2» 4+»= 1,6, H-2"), 8,7 (d, 1H, Js” 57= 4,5, H-
6”), 8,14 (dd, 1H, Js» 5= 8,2, Jg4» 2= 1,6, H-4”), 8 (sl, 1H, H-5°), 7,5 (dd, 1H, J5" 4~ =
8,2, 5167 = 4,5, H-5"), 4,77 (sl, 1H, H-17a), 4,71 (sl, 1H, H-17b), 4,68 (sl, 2H, H-6),
3,63 (d, 1H, J19a, 196 = 8,9, H-19a), 3,34 (d, 1H, J19p, 192 = 8,9, H-19b), 2,61 (sl, 1H, H-
13), 0.98 (s, 3H, H-18), 0,96 (s, 3H, H-20).

RMN de 3C (50 MHz, CDCls): 155,7 (C-16), 149,8 (C-2"), 147,4 (C-4’), 141,5 (C-6"),
133,6 (C-3"), 128,0 (C5”), 124,1 (C4”), 120,0 (C-5'), 102,8 (C-17), 73,9 (C-19), 64,9
(C-6'), 56,8 (C-9), 56,1 (C-5), 48,9 (C-15), 44,0 (C-8), 43,9 (C-13), 41,5 (C-7), 40,3 (C-
1), 39,5 (C-14), 39,1 (C-10), 37,9 (C-4), 36,3 (C-3), 33,1 (C-12), 27,8 (C-18), 20,5 (C-
6), 18,3 (C-2), 18,1 (C-11), 18,0 (C-20).

2.2.3 Sintese do 4’-(ent-caur-16-en-19-oximetil)-1’-fenil-1H-1,2,3-
triazol (62)

O produto 62 foi obtido com 54% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um sdélido branco, conforme procedimento geral descrito

no item 2.2.

Dados referentes ao composto 62:

FM: C29H39N3sO

MM: 445,3 g/mol
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FF: 116-119 °C

IV (ATR, cm™'): 3065 (C-H de aromatico), 2925 e 2856 (C-H de sp?), 1658 (C=C), 1597
(C=C aromatico), 1095 (C-O de éter).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicédo: 7,94 (s, 1H, H-5°), 7,74 (d, 2H, J>"3-= 7,4, H-2"), 7,43
7,56 (m, 3H, H-3” e H-4"), 4,78 (sl, 1H, H-17a), 4,72 (sl, 1H, H-17b), 4,68 (s, 2H, H-
6’), 3,63 (d, 1H, J194, 190 = 9,1, H-19a), 3,34 (d, 1H, J19p, 19a= 9,1, H-19b), 2,63 (sl, 1H,
H-13), 0.99 (s, 3H, H-18), 0,98 (s, 3H, H-20).

RMN de 3C (50 MHz, CDCls): 155,8 (C-16), 146,8 (C-4’), 137,1 (C-17), 129,6 (C-3"),
128,6 (C-4”), 120,5 (C-2"), 120,2 (C-5), 102,8 (C-17), 73,7 (C-19), 65,0 (C-6'), 56,8
(C-9), 56,1 (C-5), 49,0 (C-15), 44,1 (C-8), 43,9 (C-13), 41,5 (C-7), 40,4 (C-1), 39,6 (C-
14), 39,1 (C-10), 37,9 (C-4), 36,3 (C-3), 33,1 (C-12), 27,9 (C-18), 20,5 (C-6), 18,3 (C-
2), 18,1 (C-11), 18,0 (C-20).

2.2.4 Sintese do 4’-(ent-caur-16-en-19-oximetil)-1’-(4”’-clorofenil)-
1H-1,2,3-triazol (63)

O produto 63 foi obtido com 57% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um sélido amarelo, conforme procedimento geral descrito

no item 2.2.

Dados referentes ao composto 63:
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FM: C29H380|N3O

MM: 479,27 g/mol

FF: 155-158 °C

IV (ATR, cm™'): 3105 (C-H de aromatico), 2922 e 2851 (C-H de sp?), 1660 (C=C), 1596
(C=C aromatico), 1115 (C-O de éter).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢ao: 7,91 (s, 1H, H-5’), 7,70 (d, 2H, J2~3'= 8,6, H-2"), 7,50
(d, 2H, J3~ 2= 8,6, H-3”), 4,79 (sl, 1H, H-17a), 4,73 (sl, 1H, H-17b), 4,67 (s, 2H, H-6’),
3,64 (d, 1H, J19a, 196 = 9,1, H-19a), 3,34 (d, 1H, J19p, 19a= 9,1, H-19b), 2,63 (sl, 1H, H13),
0.99 (s, 3H, H-18), 0,97 (s, 3H, H-20).

RMN de "3C (50 MHz, CDCls): 155,8 (C-16), 147,2 (C-4’), 135,6 (C-17), 134,4 (C-4"),
129,9 (C-3”), 121,6 (C-2"), 120,1 (C-5), 102,9 (C-17), 73,8 (C-19), 65,1 (C-6'), 56,9
(C-9), 56,1 (C-5), 49,0 (C-15), 44,1 (C-8), 43,9 (C-13), 41,6 (C-7), 40,4 (C-1), 39,6 (C-
14), 39,2 (C-10), 38,0 (C-4), 36,3 (C-3), 33,1 (C-12), 27,9 (C-18), 20,5 (C-6), 18,4 (C-
2), 18,1 (C-11), 18,0 (C-20).

2.2.5 Sintese do 4’-(ent-caur-16-en-19-oximetil)-1’-(4’-metoxifenil)-
1H-1,2,3-triazol (64)

64 3

O produto 64 foi obtido com 78,7% de rendimento apds purificagdo em coluna
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cromatografica, na forma de um sélido branco, conforme procedimento geral descrito

no item 2.2.

Dados referentes ao composto 64:

FM: C30H41N302

MM: 475,32 g/mol

FF: 108-112 °C

IV (ATR, cm™): 2927 e 2851 (C-H de sp?), 1657 (C=C), 1595 (C=C aromatico), 1098
(C-O de éter).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigao: 7,85 (s, 1H, H-5’), 7,63 (d, 2H, J>"3-= 8,9, H-2"), 7,02
(d, 2H, Js327= 8,9, H-3”), 4,78 (sl, 1H, H-17a), 4,72 (sl, 1H, H-17b), 4,66 (s, 2H, H-6"),
3,86 (s, 3H, H-30), 3,63 (d, 1H, J19a, 19o = 9,1, H-19a), 3,34 (d, 1H, J19, 19a = 9,1, H-
19b), 2,62 (sl, 1H, H-13), 0.99 (s, 3H, H-18), 0,97 (s, 3H, H-20).

RMN de 13C (50 MHz, CDCls): 158,7 (C-4”),155,8 (C-16), 146,6 (C-4'), 130,5 (C-1"),
122,1 (C-2”), 114,7 (C-3"), 120,1 (C-5), 102,8 (C-17), 73,6 (C-19), 65,0 (C-6'), 56,8
(C-5”), 56,1 (C-9), 55,5 (C-5), 49,0 (C-15), 44,1 (C-8), 43,9 (C-13), 41,5 (C-7), 40,4 (C-
1), 39,6 (C-14), 39,1 (C-10), 37,9 (C-4), 36,3 (C-3), 33,1 (C-12), 27,9 (C-18), 20,5 (C-
6), 18,3 (C-2), 18,1 (C-11), 18,0 (C-20).

2.2.6 Sintese do 7"-Cloro-4"-(ent-caur-16-en-15-oximetil-19-oato de
metila)-1H-1,2,3-triazol-1'-il) quinolina (65)
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O produto 65 foi obtido com 47% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um sélido branco, conforme procedimento geral descrito

no item 2.2.

Dados referentes ao composto 65:

FM: C33H39C|N403

MM: 574,27 g/mol

FF: 133-136 °C

IV (ATR, cm™): 3073 (C-H de aromatico), 2936 e 2855 (C-H de sp?), 1720 (C=0),
1660 (C=C), 1587 e 1552 (C=C aromatico), 1110 (C-O de éter).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cao: 9,08 (d, 1H, J2» 3»= 4,6, H-2"), 8,25 (d, 1H, Jg~ 67= 1,2,
H-8"), 8,09 (sl, 1H, H-5’), 8,02 (d, 1H, J5-, 6= 8,9, H-57), 7,61 (dd, 1H, Js* 5-= 8,9, Js" 5"
=1,2, H-6"), 7,53 (d, 1H, J3’ »»= 4,6, H-3"), 5,21-4,94 (m, 4H, H-17a e H17-b, H6’a e
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H6'b), 3,82 (s, 1H, H-15), 3,65 (s, 3H, H-21), 2,62 (sl, 1H, H-13), 1,17 (s, 3H, H-18),
0,85 (s, 3H, H-20).

RMN de 13C (50 MHz, CDCls): 177,9 (C-19), 156,7 (C-16), 151,3 (C-2"), 150,0 (C-
10”), 147,1 (C-4), 141,0 (C-4"), 136,9 (C-7”), 129,4 (C-6"), 128,8 (C-8”), 124,5 (C-5"),
124,1 (C-5'), 120,6 (C-9”), 115,9 (C-3"), 105,2 (C-17), 90,1 (C-15), 66,5 (C-6'), 56,6
(C-5), 51,1 (C-21), 46,6 (C-9), 46,3 (C-8), 43,7 (C-4), 40,7 (C-1), 40,3 (C-13), 39,9 (C-
10), 39,0 (C-7), 37,9 (C-3), 36,3 (C-14), 33,2 (C-12), 28,6 (C-18), 21,6 (C-6), 19,0 (C-
2), 18,0 (C-11), 15,5 (C-20).

2.2.7 Sintese do 3"-(4'-(ent-caur-16-en-15-oximetil-19-oato de metila)-1H-

1,2,3-triazol-1'-il) piridina (66)

O produto 66 foi obtido com 59,4% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um sélido amarelo, conforme procedimento geral descrito

no item 2.2.

Dados referentes ao composto 66:

FM: C29H38N4O3
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MM: 490,29 g/mol

FF: 112-115°C

IV (ATR, cm): 2939 (C-H de sp?), 1721 (C=0), 1611 (C=C), 1562 (C=C aromatico),
1114 (C-O de éter).

RMN de 1H (200 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integracdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢ao: 8,99 (d, 1H, J2», 4+»= 1,9, H-2"), 8,66 (d, 1H, Js~ 57= 3,9,
H-6"), 8,15-8,07 (m, 2H, H-4” e H-5), 7,51-7,44 (m, 1H, H-5"), 5,09-4,88 (m, 4H, H-
17a e H17-b, H6’a e HE'D), 3,73 (s, 1H, H-15), 3,59 (s, 3H, H-21), 2,56 (sl, 1H, H-13),
1,12 (s, 3H, H-18), 0,85 (s, 3H, H-20).

RMN de 13C (50 MHz, CDCls): 177,9 (C-19), 156,6 (C-16), 149,7 (C-2"), 147,4 (C-4"),
141,4 (C-6”), 133,6 (C-3"), 128,0 (C5”), 124,2 (C4”), 120,4 (C-5), 105,3 (C-17), 90,0
(C-15), 66,5 (C-6'), 56,5 (C-5), 51,0 (C-21), 46,5 (C-9), 43,6 (C-8), 40,6 (C-4), 40,3 (C-
1), 39,8 (C-10), 39,0 (C-13), 37,9 (C-7), 36,3 (C-3), 33,2 (C-14), 28,6 (C-12), 21,6 (C-
18), 20,9 (C-6), 19,0 (C-2), 18,0 (C-11), 15,5 (C-20).

2.2.8 Sintese do 4'-(ent-caur-16-en-15-oximetil-19-oato de metila)-1'-fenil-
1H-1,2,3-triazol (67)

O produto 67 foi obtido com 60% de rendimento apds purificagdo em coluna
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cromatografica, na forma de um sélido branco, conforme procedimento geral descrito

no item 2.2.

Dados referentes ao composto 67:

FM: C30H39N303

MM: 489,30 g/mol

FF: 127-129 °C

IV (ATR, cm™): 2934 e 2854 (C-H de sp?), 1720 (C=0), 1660 (C=C), 1598 (C=C
aromatico), 1109 (C-O de éter).

RMN de 1H (200 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cao: 8,02 (s, 1H, H-5), 7,75 (d, 2H, J2/3»= 7,2, H-2"), 7,40-
7,56 (m, 3H, H-3” e H-4"), 4,91-5,11 (m, 4H, H-17a e H17-b, H6’a e HE’b), 3,77 (s, 1H,
H-15), 3,63 (s, 3H, H-21), 2,59 (sl, 1H, H-13), 1,16 (s, 3H, H-18), 0,83 (s, 3H, H-20).

RMN de 13C (50 MHz, CDCls): 178,0 (C-19), 156,7 (C-16), 137,0 (C-1"), 129,6 (C-
3"), 128,6 (C-4"), 120,5 (C-2), 105,2 (C-17), 89,9 (C-15), 66,7 (C-6'), 56,5 (C-5), 51,0
(C-21), 46,5 (C-9), 46,3 (C-8), 43,7 (C-4), 40,7 (C-1), 40,3 (C-13), 39,8 (C-10), 39,0
(C-7), 37,9 (C-3), 36,3 (C-14), 33,3 (C-12), 28,6 (C-18), 21,6 (C-6), 19,0 (C-2), 18,0
(C-11), 15,5 (C-20).

2.29 Sintese do 4'-(ent-caur-16-en-15-oximetil-19-oato de metila)-1'-(4"-
clorofenil)-1H-1,2,3-triazol (68)
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68 3"

O produto 68 foi obtido com 56% de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um soélido amarelo, conforme procedimento geral descrito

no item 2.2.

Dados referentes ao composto 68:

FM: C30H3sCIN3O3

MM: 523,26 g/mol

FF: 141-144 °C

IV (ATR, cm™): 2922 e 2853 (C-H de sp?), 1721 (C=0), 1599 (C=C aromatico), 1110
(C-O de éter).

RMN de 1H (200 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integracdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigao: 7,99 (sl, 1H, H-5), 7,70 (d, 2H, J273-= 8,7, H-2"), 7,50
(d, 2H, J37, 2»= 8,7, H-3”), 4,92-5,11 (m, 4H, H-17a e H17-b, H6’a e H6’b), 3,77 (s, 1H,
H-15), 3,64 (s, 3H, H-21), 2,60 (sl, 1H, H-13), 1,17 (s, 3H, H-18), 0,84 (s, 3H, H-20).

RMN de 13C (50 MHz, CDCls): 178,0 (C-19), 156,8 (C-16), 147,2 (C-4'), 135,6 (C-1"),
134,5 (C-4”), 129,9 (C-3"), 121,7 (C-2”), 120,4 (C-5'), 105,3 (C-17), 90,0 (C-15), 66,7
(C-6'), 56,6 (C-5), 51,1 (C-21), 46,6 (C-9), 46,4 (C-8), 43,8 (C-4), 40,7 (C-1), 40,4 (C-
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13), 39,9 (C-10), 39,1 (C-7), 37,9 (C-3), 36,4 (C-14), 33,3 (C-12), 28,7 (C-18), 21,6 (C-
6), 19,1 (C-2), 18,1 (C-11), 15,6 (C-20).

2.3 Avaliagado da atividade antimalarica e da citotoxicidade in vitro dos
acidos caurenodico, xilopico e das substancias sintetizadas a partir

destes

As substancias isoladas e sintetizadas foram submetidas aos ensaios in vitro para
avaliacao da atividade antimalarica em culturas de P. falciparum cloroquina-resistente
(W2) e de sua citotoxicidade em células de hepatoma humano (HepG2) sendo os
resultados expressos como concentragédo inibitéria 50% (Clsp) e concentragao
citotéxica 50% (CCso). Para a amostra considerada ativa foi calculado o indice de
seletividade que é dado pela razédo entre o valor obtido de CCsg para células HepG2
e o valor de Clsg para P. falciparum. O indice de seletividade permite inferir se a
amostra possui um efeito direcionado ao parasito ou se sua agao € uma consequéncia

da sua toxicidade celular.

A metodologia empregada para os ensaios in vitro contra P. falciparum foi o teste
colorimétrico que avalia a viabilidade celular pela quantificagdo da enzima lactato
desidrogenase do parasito (pLDH) (MAKLER et al., 1993), com algumas modificagbes
(NKHOMA; MOLYNEUX; WARD, 2007).

2.3.1 Cultivo in vitro das fases intraeritrocitarias de Plasmodium

falciparum (W2)

Parasitos da cepa cloroquina-resistente W2 foram cultivados em hemacias humanas,
sob condigbdes estabelecidas por (TRAGER; JENSEN, 1976). Resumidamente, os
parasitos foram cultivados em placas de cultivo em meio RPMI-1640 suplementado
com 25 mM de Hepes, 21 mM de bicarbonato de sédio, 300 mM de hipoxantina, 11
mM de glicose, 40 mg/mL de gentamicina, 10% (v/v) de plasma humano inativado

(meio completo) e hematocrito a 5%. As placas foram mantidas a 37° C em
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dessecadores, nos quais as concentragbes adequadas (5%) de O e CO> foram
obtidas pela combustdo de uma vela; foram realizadas trocas diarias do meio de
cultura. A parasitemia foi monitorada diariamente em esfregagos, corados com
Giemsa, e visualizados em microscopio éptico com aumento de mil vezes (1000x).
Antes de cada teste de atividade antimalarica, os parasitos do cultivo foram
sincronizados pelo método do sorbitol (LAMBROS; VANDERBERG, 1979).

2.3.2 Determinagao da parasitemia

Foram preparados esfregagos sanguineos de cultivo, secos ao ar, fixados com
metanol e corados com solugéo recém diluida de Giemsa, na proporc¢ao de trés gotas
para cada 1mL de solugdo salina tamponada pH 6,8. Apés 10 minutos, as laminas
foram lavadas em agua corrente, secas ao ar e examinadas ao microscopio optico
com objetiva de imersao (1000x). A parasitemia foi determinada por contagem do
numero de hemacias infectadas. No caso de parasitemias maiores que 5%, cerca de
1000 hemacias foram contadas. No caso de infecgdes muito baixas, menores que 5%,
foram contadas 6000 hemacias. Nesse caso, a avaliagao foi feita pela estimativa do
numero total de hemacias por campo microscopico em um total de 50 a 100 campos,
estimando-se o numero de hemacias infectadas. A parasitemia foi expressa em

percentagem de hemacias parasitadas.

2.3.4 Avaliagao da atividade antimalarica in vitro contra Plasmodium

falciparum pela quantificagcao da enzima pLDH

Culturas sincronizadas com 2% de parasitemia, no estagio de anel e 1% de
hematdcrito, foram distribuidas em microplacas de 96 pogos colocando-se 180 [IL por
poco. As substancias foram adicionadas em diferentes concentracbes na placa
contendo os parasitos. Os pogos controles (sem a adigdo de drogas) continham
hemacias normais nao infectadas chamados de controle negativo ou hemacias
infectadas chamadas como controle positivo. A cloroquina foi utilizada como
antimalarico padrdo. Cada substancia foi testada em ftriplicata. Apdés 48h de

incubacao, com o objetivo de promover a lise das hemacias, as microplacas foram
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congeladas (-20 °C) e descongeladas (t.a.) por duas vezes. Em uma nova placa de 96
pocos foram adicionados 100 pL/pogo do reagente Malstat, que foi preparado
solubilizando-se em 200 mL de agua destilada: 400 uL Triton X-100, 4 g de L-lactato
de sodio, 1,32 g de Tris e 22 mg de 3-acetilpiridina adenina dinucleotideo (APAD). Na
mesma placa adicionou-se 25 pL/pogo da solugédo NBT/PES, composta por 160 mg
de Nitro Blue Tetrazolium Salt (NBT) e 8 mg de etosulfato de fenazina (PES), em 100
mL de agua destilada. Todos os reagentes foram adquiridos de Sigma-Aldrich Inc., St.
Louis, MO. Por fim, 15 uL do conteudo de cada poc¢o da placa teste foram adicionados
a esta segunda placa que foi incubada por 1h, 37 °C, ao abrigo da luz. A leitura foi
feita em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 540 nm (NKHOMA et al.,
2007). A média de produgéo de pLDH dos controles positivos foi considerada como
100% de viabilidade, ja os negativos, como 0% de viabilidade. A partir desses dois
valores, foi calculada a viabilidade dos parasitos mantidos tanto em contato com as

amostras teste como com a cloroquina.

A viabilidade do parasito na presenga das amostras teste foi demonstrada em curvas
de inibicdo em funcéo de regressédo nao-linear para determinar a dose inibitéria do
crescimento de 50% dos parasitos (Clsg), com o auxilio do programa OriginPro verséo
8.5.

2.3.5 Cultivo de células HepG2 e ensaios de citotoxicidade

A linhagem celular HepG2 A16, derivada de um hepatoblastoma primario humano, foi
cultivada a partir de ampola criopreservada de um cultivo originalmente cedido pelo
Dr?. Luciana Maria Silva, da Fundagao Ezequiel Dias (FUNED/MG). As células foram
mantidas em meio RPMI suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino (SFB,
Invitrogen, Carlsbad, CA) e 40 mg/mL de gentamicina. O meio foi substituido a cada
dois dias e, quando as culturas alcangavam confluéncia de 80%, as mesmas eram

repicadas ou utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

As substancias ativas contra P falciparum foram submetidas aos testes de
citotoxicidade in vitro a fim de determinar se a acado desses compostos foi seletiva

contra o parasito ou se sua agao foi devida a alta citotoxicidade. As amostras foram
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testadas em triplicata. As células foram retiradas da garrafa adicionando-se 1 mL de
tripsina (Sigma-Aldrich), incubadas a 37 °C por 5 min, re-suspendidas em 10 mL de
meio completo e centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min. Apos descartar o
sobrenadante e re-supender o sedimento em meio de cultura RPMI completo, as
células foram distribuidas em microplacas de 96 pogos (4x10° células/100 L por
poco) e incubadas em estufa de CO, a 37° C por 24h para que as mesmas ficassem
aderidas a placa. Em seguida, foram adicionados 100 uL de meio de cultura completo
contendo diferentes concentragoes das amostras testadas
(extratos/fragdes/substancias puras) em ftriplicata. Ao final deste periodo, o
sobrenadante foi removido e foram adicionados 18 pL/pog¢o de uma solugao brometo
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ila)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma-Aldrich), um sal tetrazdlico,
na concentragao de 6 mg/mL, em agua destilada. Apés 1h30 de incubagao com o
MTT, adicionou-se DMSO a cada pogo (180 uL/pogo). Este ensaio foi realizado de
acordo com o protocolo descrito por (MOSMANN, 1983), com modificacées. As
microplacas foram lidas em espectrofotometro com filtro de 570 nm. A dose letal
minima que inibe em 50% o crescimento das células na presenga das amostras teste
e de antimalaricos como controles foi determinada em comparagcao com células
cultivadas sem amostras teste, consideradas 100% de crescimento (DE PILLA
VAROTTI et al., 2008).

2.4 Estudos de docking molecular

Inicialmente as estruturas 3D dos derivados cauranicos foram geradas e checadas em
relacdo ao seu estado protonado em pH 7.4 e as respectivas conformacgdes
tautoméricas através do software Marvinsketch (CHEMAXON, 2014). Em seguida, o
refinamento de todas as estruturas foi realizado pelo método semi-empirico PM7
(STEWART, JAMES J P, 2013) e o método de otimizagdo padrao implementado no
software MOPAC2012 (BAKER, 1986; STEWART, J.J.P., 2008). As estruturas
refinadas, entéo, foram convertidas em arquivos PDBQT (formato de arquivo utilizado
pelo software AutoDock) e os valores atébmicos Gasteiger foram assinalados para
cada composto (GASTEIGER; MARSILI, 1980). A preparacao do arquivo PDBQT do

receptor PfATPG6 (receptor calcio ATPase) e o processo de “redocking” mostrou uma
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boa sobreposigao entre o ligante cristalografico e as conformagdes preditas com valor
de desvio de raiz quadrada media (RMSD) de 1,12 A (GUIMARAES et al., 2015).
Todos os arquivos PDBQT foram gerados por meio de ferramentas AutoDock
(MORRIS et al., 2009). A caixa de grade foi centrada no ligante abrangendo todo o
local de ligagdo. O processo de ancoragem rigida foi realizado por AutoDock Vina
(TROTT; OLSON, 2010), com exaustividade ajustado para 8. Além disso, a lipofilia
foi calculada utilizando o software ALOGPS 2.1 (TETKO; PODA, 2004). Finalmente, o
software Discovery Studio v.4.0 foi utilizado para analisar as conformacgdes de ligagao
(ACCELRYS SOFTWARE INC., 2012).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Produtos, rendimentos, espectros e principais mecanismos das

principais reagoes

3.1.1 Sintese dos hibridos triazélicos derivados dos diterpenos cauranicos

via reagao "click"

Os hibridos 1,2, 3-triazolicos-1,4-dissubstituidos (60-69) foram sintetizados a partir de
modificagdes estruturais dos diterpenos cauranicos 35 e 36, obtendo-se os alcinos
terminais correspondentes 51 e 54. Duas rotas diferentes foram exploradas para a

obtencéo desses alcinos, como mostrado no Esquema 6.

Esquema 6 - Sintese dos alcinos terminais (61 e 64) a partir dos acidos caurenéico e

xilopico.

K,CO3 Mel
acetone LiAIH,, THF
reﬂux
COOH
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KOH, MeOH acaone
reﬂux then H30" NaH THF, r.t.
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“CoOH “CooH “cooMe

\

B ‘Q

NaH THF, r.t.
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/

A primeira etapa da rota sintética via acido caurendico (35) consistiu na metilagéo do
acido carboxilico de 35 resultando na formacéo do ent-caur-16-en-19-oato de metila
(49) (Esquema 7). Para tal reacao, foi seguida a metodologia descrita por Boeck e
colaboradores que utilizaram iodeto de metila como agente esterificante, na presenca
de carbonato de potassio anidro, em acetona anidra (BOECK et al., 2005). Este
método geralmente fornece rendimentos superiores a 95%, no entanto, neste trabalho

obteve-se um rendimento de 73%, que pode ser justificado pelo maior impedimento



109

espacial do grupo carboxila no esqueleto cauranico o que dificulta o ataque, via SN2,

ao iodeto de metila.

Esquema 7 - Sintese do ent-caur-16-en-19-oato de metila (49).

K2C03’ Mel
acetona, t.a.

73%

O caurenoato de metila (49) foi caracterizado por espectroscopia no IV, RMN de H,
3C e DEPT 135 e espectrometria de massa. No espectro no IV (Figura 23) observou-
se uma banda intensa em 1722 cm! correspondente ao estiramento da ligagdo C=0
de carbonila de éster. Além disso, observou-se também uma banda de baixa
intensidade em 1656 cm™' referente ao estiramento da ligagdo C=C e bandas de
absorcdo em 2930 e 2852 cm™, correspondentes ao estiramento das ligagbes C-H de
carbono sp® (BARBOSA, 2007).



Figura 23 - Espectro no infravermelho do caurenoato de metila (49) (ATR).
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No espectro de RMN de 'H (Figura 24) e no espectro de RMN de '3C de 49 (Figura

25) foram observados, essencialmente, os mesmos sinais obtidos para o acido

caurenoico, diferindo-se apenas na presenga de um simpleto integrado para trés

hidrogénios em & = 3,63 correspondente ao H-21 no espectro de RMN de 'H, e no

aparecimento de um sinal em & = 51 referente ao C-21 no espectro de RMN de 3C,

ambos atribuidos ao grupo metila da funcéo éster. Além disso, no espectro de RMN

de '3C observou-se um sinal em & = 178, referente ao C-19, tipico de ligagdo C=0 de
carbonila de éster (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).



Figura 24 - Espectro de RMN de 'H do caurenoato de metila (49) (200 MHz, CDCI3).
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Figura 25 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 49 (50 MHz,

CDCls).
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A estrutura do composto 49 foi confirmada pelo espectro de massas, pois observou-
se o pico [M+H]* em m\z 317,2288 u. (Figura 26).
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Figura 26 - Espectro de Massas de 49.
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A segunda etapa da rota sintética consistiu na obten¢éo do ent-cau-16-en-19-ol (50)
ou simplesmente caurenol que foi preparado pela redugdo do caurenoato de metila

(49) com hidreto de litio e aluminio, em THF anidro, sob refluxo (Esquema 8).

Esquema 8 - Sintese do ent-caur-16-en-19-ol (50).

LiAlH,, THF
refluxo

90%

No espectro no IV obtido para o caurenol 50, a principal evidéncia da redug¢ao do grupo
éster presente em 49, é a auséncia da intensa banda de absorgao caracteristica do

estiramento da ligagdo C=0, relativa ao estiramento de carbonila de éster, em torno
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de 1720 cm™'. Além disso, observou-se a presenga da banda de absorgcdo em 3389
cm’, referente ao estiramento da ligagdo O-H (Figura 27) (BARBOSA, 2007).

Figura 27 - Espectro no infravermelho do caurenol 50 (ATR).
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No espectro de RMN de 'H (Figura 28) observaram-se dois dupletos em 8= 3,42 e
3,74, referentes aos hidrogénios metilénicos H-19a e H-19b, respectivamente, que
acoplam entre si (J19a,190 = J19b,19a = 10,9 Hz), caracterizando a presenga de um grupo
CH20H, proveniente da reducéo do éster. No espectro de RMN de '3C (Figura 29)
observou-se o sinal em 6= 65,4, referente ao C-19. Observa-se a auséncia do sinal
em O = 178, referente a carbonila do éster, sinal este evidente no espectro de RMN
de 3C do éster 49 o que, junto aos dados do espectro no IV, confirmam a reducgéo do
grupo éster e a obtencao do alcool 50 (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).



115

Figura 28 - Espectro de RMN de 'H do caurenol 50 (200 MHz, CDCls).
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Figura 29 - Espectro de RMN de *C e subespectro DEPT 135 do caurenol 50 (50 MHz, CDCls).
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A estrutura do composto 50 foi confirmada pelo espectro de massas, pois observou-
se o pico [M+H]" em m\z 289,2229 u. (Figura 30).
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Figura 30 - Espectro de Massas de 50.
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Na terceira etapa dessa rota sintética foi sintetizado o alcino terminal, sendo este um
dos “blocos construtores” para uma reacgao "click". A formacgéo do alcino caurendico
(51) se deu por reagao de substituigdo nucleofilica entre o alcool (caurenol) e o
brometo de propargila, utilizando-se NaH como base (Esquema 9). Para estabelecer
condi¢bes otimas dessa reagdo 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. Esse bloco

foi empregado na combinagdo com varias azidas organicas.

Esquema 9 - Sintese do 3’(ent-caur-16-en-19-oxi) prop-1’-ino (51).
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/\Br

NaH, THF, t.a.

57%

No espectro no IV de 51 (Figura 31), destacam-se algumas bandas de absorgao
caracteristicas para essa substancia, como por exemplo, em 3292 cm'e em 2165 cm-
', referentes aos estiramentos das ligagbes C-H de carbono sp e de CZ=C,

respectivamente.

Figura 31 - Espectro no infravermelho do alcino caurendéico 51 (ATR).
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O espectro de RMN de "H (Figura 32) apresentou como sinais mais importantes para
a caracterizagdo desse composto um simpleto largo em & = 2,4 integrado para um
hidrogénio, referente ao H-1’" do alcino terminal. Os hidrogénios H-3’ aparecem como
um simpleto largo em 6= 4,11 integrado para dois hidrogénios, resultantes do
acoplamento com H-1’. Além disso, € possivel observar dois dupletos em 6 = 3,6 e

3,28, referentes aos hidrogénios metilénicos H-19a e H-19b, respectivamente, com



119

constante de acoplamento igual 8,7 Hz, devido o acoplamento germinal entre os

mesmos.

Figura 32 - Espectro de RMN de 'H do alcino caurenéico 51 (200 MHz, CDCI3).
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No espectro de RMN de '3C (Figura 33) observaram-se como principais sinais para a
caracterizagdo dessa molécula, aqueles em 6 = 80,5 (C-2’), d = 58,5 (C-3’), 8 = 73,7
(C-1)e d=73,1(C-19).
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Figura 33 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do alcino caurenéico 51 (50
MHz, CDCI3).
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O espectro de massas de 51 (Figura 34) mostrou o pico do ion pseudomolecular
[M+H]* em m/z 327 u, com a perda de uma molécula neutra C3H4O levando ao pico
base em m/z 271, 2299 u.
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Figura 34 - Espectro de Massas de 51.
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A primeira etapa da rota sintética via acido xilépico (36), consistiu na hidrélise da
unidade éster de 36, com hidroxido de potassio, em metanol, sob refluxo (Esquema
10). O mecanismo dessa essa reagao baseia-se no ataque nucleofilico do anion
hidroxila, ao carbono carbonilico do éster, formando um intermediario tetraédrico,
seguido pela eliminagdo do alcool e formacdo do carboxilato correspondente
(Esquema 11) (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012)

Esquema 10 - Sintese do acido ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-6ico (52).

KOH, metanol
refluxo

86%

36 52
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Esquema 11 - Mecanismo da hidrélise alcalina do acido xilépico (36).

No espectro no IV de 52 (Figura 35) observou-se, como principal evidéncia da
hidrélise do éster, o desaparecimento da banda de absorcdo do estiramento da
ligagdo C=0 de éster, em torno de 1730 cm™ e a presencga das bandas de absorgédo
caracteristicas dos estiramentos da ligacdo O-H do alcool e do acido carboxilico, em

3260 e 3392 cm’, respectivamente (BARBOSA, 2007).
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Figura 35 - Espectro no infravermelho de 52 (ATR).
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O sinal em & = 2,16, referente aos hidrogénios do grupo CHs ligado a carbonila de
éster que aparecia no espectro de RMN de 'H do precursor 36 ndo € mais observado
no espectro do produto e constitui um indicativo de obtencao de 52 (Figura 36). O
espectro de RMN de '3C (Figura 37) confirma a presenga do grupo funcional acido
carboxilico pelo sinal em & = 184,1 e corrobora os resultados obtidos pelo espectro no

infravermelho. Além disso, os sinais dos carbonos olefinicos da ligagdo dupla

exociclica C-16 e C-17 aparecem em ©
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). A estrutura desse composto foi confirmada pelo

espectro de massa, pois observou-se o pico [M+H]" igual a 319,2245 u. (Figura 38).

158,2 e 104, 8, respectivamente
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Figura 36 - Espectro de RMN de 'H de 52 (200 MHz, CDCl5).
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Figura 37 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 de 52 (50 MHz, CDCl5).
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Figura 38 - Espectro de Massas de 52.
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As etapas seguintes foram realizadas da mesma forma que o descrito para a rota de

sintese via acido caurendico. Assim, a metilacdo da carboxila presente em 52 foi

alcancada pela reagao com iodeto de metila, na presenca de carbonato de potassio

levando ao composto 53 (Esquema 12), seguida de eterificagdo do grupo hidroxila

em C15 com brometo de propargila, em presenga de hidreto de sédio em THF anidro,

levando ao alcino xilopico (54) (Esquema 13).

Esquema 12 - Sintese do ent-15a-hidroxi-caur-16-en-19-oato de metila (53).

KQCO3’ Mel
acetona, t.a.
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Esquema 13 - Sintese do ent-15a-prop-2-iniloxi-caur-16-en-19-oato de metila (54).
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No espectro no infravermelho de 53, a principal evidéncia de que a esterificagao do
acido ocorreu foi a presenca da banda de absorgédo do estiramento da ligagdo C=0
de éster em 1739 cm™'. Além disso, observaram-se bandas de valor diagndstico em
3459 cm™, referente ao estiramento da ligagdo O-H, e uma banda em 1656 cm™,
referente ao estiramento da ligagdo C=C (Figura 39) (BARBOSA, 2007).

Figura 39 - Espectro no infravermelho de 53 (ATR).
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A formacdo do éster metilico também foi confirmada pelo aparecimento de um

simpleto integrado para trés hidrogénios em & = 3,63 no espectro de RMN de 'H
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(Figura 40) e pelo sinal em 6 = 51,3, do grupo metoxila, referente ao C-21, no espectro
de RMN de *C (Figura 41). Além disso, a estrutura foi confirmada pelo espectro de

massas, que mostrou o pico [M — H]  igual a 331,2163 u. (Figura 42).

Figura 40 - Espectro de RMN de 'H de 53 (200 MHz, CDCI3).
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Figura 41 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 de 53 (50 MHz, CDCl5).

- - P oo (2} w W WN N2
3 o o N >» & @ =
: : : i %j%y)
w [9)] o o © o N o~
s [e4} N
C-16 c-17 C-15
c-19 | | ! ‘
| ! | ! Pl
\ \ \ \
150 100 50 0
ppm (t1)

Figura 42 - Espectro de Massas de 53.
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No espectro no IV do composto 54 (Figura 43) a presenca do éter propargilico é
evidenciada pelas bandas de absorgdo em 3306 cm™ e em 2116 cm™' referentes aos
estiramentos das ligagdes C-H de carbono sp e C=C, respectivamente, e uma banda
intensa em 1087 cm-" correspondente ao estiramento da ligagdo C-O de éter, além da
banda de absorgdo em 1721 cm™, referente ao estiramento da ligagdo C=0 de éster
(BARBOSA, 2007).

Figura 43 - Espectro no infravermelho de 54 (ATR).
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A estrutura do composto 54 foi confirmada pelo espectro de RMN de 'H (Figura 44)
no qual se observa-se dois simpletos largos em & = 4,43 e 2,46, referentes aos H-3’ e
H-1", respectivamente, da unidade do éter propargilico. No espectro de RMN de 3C
observaram-se os sinais em & = 81, 74,5 e 60,1, referentes aos C-2’, C-1" e C-3,
respectivamente, também atribuidos aos carbonos da unidade do éter propargilico
(Figura 45).
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Figura 44 - Espectro de RMN de 'H de 54 (200 MHz, CDCI3).
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Figura 45 - Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT 135 de 54 (50 MHz, CDCI3).
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O espectro de massa de 54 (Figura 46) mostrou o pico do ion pseudomolecular
[M+H]* em m/z 371 u com a perda de uma molécula neutra C3H4+O levando ao pico
base em m/z 315, 2394 u.



Figura 46 - Espectro de Massas de 54.
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3.1.2 Sintese das azidas organicas
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Como dito anteriormente, os hibridos 1,2, 3-triazdlicos foram sintetizados a partir da

reacao "click" entre um alcino terminal obtido a partir dos acidos caurendico e xilépico

(bloco construtores) e uma azida orgénica. As substéncias contendo funcdo azida

foram adquiridas comercialmente ou obtidas a partir de reagbes classicas, como

mostrado no Esquema 14.

Esquema 14 - Azidas organicas obtidas via reagido de Sandmeyer e substituicdo nucleofilica

aromatica.
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A 4-azido-7-cloroquinolina (55) foi obtida pela reagdo da substancia comercial 4,7-
dicloroquinolina com NaNs3, em DMF, através de um mecanismo de substituicdo
nucleofilica aromatica (SNar). No Esquema 15 estdo representadas as etapas
envolvidas no mecanismo de formacado de 55. A primeira etapa consiste no ataque
nucleofilico do ion azida a posi¢ao ipso do anel quinolinico da 4,7-dicloroquinolina
produzindo o carbanion com elétrons deslocalizados, denominado complexo de
Meisenheimer. Em seguida, a eliminacdo de um anion cloreto leva ao produto de
substituicdo e a aromaticidade do anel é restituida (MICHAEL B. SMITH & JERRY
MARCH, 2007).
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Esquema 15 - Mecanismo proposto para a formagao da 4-azido-7-cloroquinolina (55)

Primeira etapa: adicao do nucledfilo:

- Intermediario anibnico —
complexo de Meisenheimer

Segunda etapa: eliminacdo do GA:

N3 CCl Nj

& o
Cl NY cl N7

A estratégia de sintese para as azidas 56 a 59 envolveu a reacdo de Sandmeyer, a
qual passa pela formagcdo do sal de diazbnio como intermediario, conforme
representado no Esquema 16 (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012). Esta reacao
consiste no tratamento de aminas primarias com nitrito de sédio em meio acido para
se obter um sal de diazénio que, em geral, € instavel e deve ser imediatamente
submetido a reacdo com azida de sddio (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).



136

Esquema 16 - Mecanismo proposto para a formagao do azidobenzeno (57).
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Sal de diazbnio

As azidas obtidas sdo conhecidas e foram caracterizadas por espectroscopias no
infravermelho (IV), RMN de 'H, de 3C e DEPT 135.

No espectro no infravermelho da 4-azido-7-cloroquinolina (55) (Figura 47) observou-
se como principal, aquela referente ao estiramento da ligagdo —N=N*=N"- em 2124
cm'. Observaram-se, também, bandas em 3036 cm™ devido ao estiramento da
ligagdo C-H de aromatico; em 1566 cm™ e 1557 cm™ referentes ao estiramento da
ligagdo C=C de aromatico e bandas em 1301 cm™ e 1071 cm™ referentes aos
estiramentos C-N e C-Cl, respectivamente (BARBOSA, 2007).
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Figura 47 - Espectro no infravermelho da 4-azido-7-cloroquinolina (55) (ATR).
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No espectro de RMN de 'H para esse composto (Figura 48), verificaram-se cinco
sinais referentes aos hidrogénios do nucleo quinolinico: dois dupletos, umem & = 8,76
e outro em & = 7,04 referentes aos hidrogénios H-2 e H-3, respectivamente, que
acoplam entre si (J2,3= J32= 4,9 Hz); um duplo dupleto em & = 7,40 (Js5=-8,9 Hz e
Jsg= 1,8 Hz), referente ao H-6 que acopla em orto com H-5 e em meta com H-8; dois
dupletos, um em & = 7,97, referente ao H-8 (Jsg = 1,8 Hz) e outro em & = 7,88,

correspondente ao H-5.



Figura 48 - Espectro de RMN de 'H da 4-azido-7-cloroquinolina (55) (200 MHz, CDCI3).
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Os espectros de RMN de '3C e DEPT 135 apresentados na Figura 49 confirmaram a

obtencédo de 55, mostrando 10 sinais na regido tipica de carbonos em moléculas

aromaticas (entre 100 e 150 ppm), sendo que 6 sinais séo referentes aos carbonos

hidrogenados (C-H) e 4 sinais de carbonos quaternarios, conforme deduzido a partir

do espectro DEPT (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).
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Figura 49 - Espectro de RMN de *C e subespectro DEPT 135 da 4-azido-7-cloroquinolina (55)
(50 MHz, CDCI3).
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As demais azidas foram caracterizadas de maneira analoga. Assim, apresentaram no
espectro no IV uma banda intensa caracteristica do estiramento das ligagbes —
N=N*=N- por volta de 2100 cm™'. Outras bandas em comum também puderam ser
visualizadas, como os estiramentos das ligagcdées C=C de anéis aromaticos em torno
de 1500 e 1600 cm™" (BARBOSA, 2007). Os espectros no IV, de RMN de 'H, de *C e

DEPT 135 de todas as azidas organicas formadas sédo apresentados no Anexo |.

Apos a obtencédo do alcino terminal e das azidas organicas foi realizada a sintese dos
hibridos 1,2, 3-triazélicos-1,4-dissubstituidos inéditos (60-69) através da reagado de
cicloadiacdo 1,3-dipolar catalisada por Cu (l) cujas equag¢des sdo mostradas no

Esquema 17.
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Esquema 17 - Produtos finais sintetizados via reagdo CuAAC entre os éteres diterpendides

propargilicos 51 e 54 e as azidas organicas 55-59 levando a dez moléculas hibridas distintas
60-69.
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R

CuS0,.5H,0
ascorbato de sédio
DCM/H,0, t.a.

A metodologia empregada na sintese dos hibridos 1,2,3-triazdlicos foi uma versao
mais recente, descrita por (ROSTOVTSEV et al., 2002), no qual utilizou-se cobre (l)
como catalisador, gerado in situ, com o proposito de direcionar a formacéao
regiosseletiva de 1,2,3-triazois-1,4-substituidos nas reagdes de ciclizagado 1,3-dipolar.
A formacao do catalisador no meio reacional resulta da facil redu¢cao do cobre (ll),
presente no sulfato de cobre, pelo ascorbato de sédio, ambos adicionados aos
materiais de partida. O mecanismo proposto pelos autores esta representado no

Esquema 18.

Na primeira etapa do mecanismo ocorre uma adigao oxidativa do alcino ndo simétrico
ao complexo catalitico [cobre (I) e moléculas do solvente], seguida de coordenacéao
do grupo azida. Posteriormente, ha a formagdo de um metalociclo hexatrieno que
sofre eliminac&o redutiva com consequente liberagao do catalisador e do anel 1,2,3-
triazolico-1,4-dissubstituido, restaurando assim, o ciclo catalitico (ROSTOVTSEV et
al., 2002; WORRELL; MALIK; FOKIN, 2013).
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Esquema 18 - Mecanismo proposto para a sintese regiosseletiva de 1,2,3-triazéis-1,4-

dissubstuidos (Worrell, Malik e Fokin, 2013).

3 (Gul
| Rloe— | u
R! N = 5
/g’ ‘R Cul = - =g
H o
-
N=N
RI/S/IL-\ 1 [Cu]
R? :
[Cu] IF: R =-- [Cu]
N©
[Cu] s o\
4 7 Nﬁ /,[Cu] N;—R*
> &(‘;:arlcu] - R—Z .. [Cu]
y [Cu]

As condicdes de reacao utilizadas foram descritas por Pereira e colaboradores, e
utiliza um sistema bifasico formado por DCM e agua. Esse método favorece a reagao,
uma vez que a agua solubiliza sais inorganicos e o ascorbato de sodio, além de
estabilizar o acetileto de Cu (I), quando formado in situ. Os hibridos triazélicos foram
obtidos apds 24 horas de reacdo conforme descrito por (PEREIRA, GUILHERME
ROCHA et al., 2010).

De um modo geral, todos os hibridos 1,2, 3-triazélicos foram obtidos com rendimentos
entre 30-60% (Figura 50) e tiveram suas estruturas elucidadas através das técnicas
de IV, RMN de 'H e '3C e espectrometria de massas, as quais confirmaram o sucesso

das reacgoes "click".
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Figura 50 - Estruturas e rendimentos dos hibridos 17,2,3-triaz6licos-1,4-dissubstituidos

inéditos obtidos a partir dos acidos caurendico (60-64) e xilépico (65-68).
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Tendo em vista a grande similaridade estrutural apresentada pelos hibridos triazdlicos,
para fins de exemplificagao, serédo discutidos os dados espectroscopicos obtidos para
os compostos 60 e 65. Os demais hibridos triazélicos obtidos foram caracterizados de
maneira semelhante, sendo que seus respectivos espectros no Infravermelho, RMN

de 'H, 13C, DEPT e massas se encontram no Anexo.

No espectro no IV obtido para o composto 60 (Figura 51) verificou-se a banda de
absorgdo referente ao estiramento da ligagdo C-H de anel aromatico em 3078 cm’,
bandas provenientes do estiramento das ligagdes C-H alifaticas foram observadas em
2922 e 2849 cm™', juntamente com as bandas referentes ao estiramento das ligagdes
C=C de anel aromatico, que foram observadas em 1593 e 1562 cm™'. Em 1117 cm™’
verificou-se ainda a banda de absorgao referente a ligagao C-O de éter. Além disso,
a auséncia da banda referente ao grupo azida, em torno de 2100 cm™, evidente no
espectro do composto 54 constitui um indicativo de formagao do produto (BARBOSA,
2007).

Figura 51 - Espectro no infravermelho de 60 (ATR).
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No espectro de RMN de 'H (Figura 52), observou-se, como principais evidéncias da
formacao do composto 60, seis sinais referentes aos 5 hidrogénios do anel quinolinico
e ao hidrogénio do nucleo triazolico. Os hidrogénios H-2” e H-3” aparecem como
dupletos em & 9,06 e & 7,5 ppm, respectivamente, com 3J = 4,5 Hz. O espectro
apresentou também um dupleto em & 8,25, referente ao H-8”, com constante de
acoplamento igual a 1,9 Hz, devido ao acoplamento com o hidrogénio na posigao meta
H-6", e outro dupleto em & 8,0, referente ao H-5” que acopla com H-6" na posi¢ao
orto com uma constante de acoplamento igual J=8,9. Em & 7,97 observou-se um
simpleto largo, relativo ao hidrogénio do anel triazélico (H-5’), devido o acoplamento
com H-6’ e, por fim, um duplo dupleto em & 7,60, referente ao H-6" que esta acoplado
em orto com H-5" e em meta, com H-8”. Em adi¢ao, também podem ser visualizados
os sinais dos hidrogénios que compdem a outra parte da molécula, ou seja, do
diterpeno cauranico. Assim, em & 4,79 e 4,73 observou-se dois sinais largos,
correspondentes aos H-17a e H-17b da ligagdo dupla exociclica, que acoplam entre
si e dois simpletos em 6 = 1,01 e & = 0,99 referentes aos hidrogénios H-18 e H-20,

respectivamente (Figura 53).

Todos esses sinais e atribuicbes descritos foram confirmados através do mapa de

contornos COSY apresentado nas Figuras 54 e 55.
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Figura 52 - Espectro de RMN de 'H de 60. Expansio da regido compreendida entre 7 e
9,5 ppm (400 MHz, CDCI3).
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Figura 53 - Espectro de RMN de 'H de 60. Expansio da regido compreendida entre 0 e
5,5 ppm (400 MHz, CDCI3).
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Figura 54 - Mapa de contornos COSY de 60 CDCI3).
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Figura 55 - Mapa de contornos COSY de 60. Expansio da regido compreendida entre 7 e 9,5
ppm (CDCI3).

H6% 77777777777 as=t15HE i

9.00 8.50 8.00 7.50

O espectro de RMN de '3C (Figura 56) apresentou os 32 sinais esperados para o
composto 60. Observou-se sinais entre 151,3 e 115,9 ppm, referentes a carbonos
aromaticos do nucleo quinolinico, bem como, em 123,8 ppm, para o carbono do grupo
CH do anel triazdlico (C-5’). Os sinais em 155,8 e 102,9 ppm foram atribuidos aos
carbonos da ligagao dupla exociclica, C-16 e C-17, respectivamente (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000). A atribuicdo dos sinais dos carbonos foi realizada a partir de
analise do mapa de contornos HMQC (Figura 57), onde se observou-se as
correlagbes entre carbonos e hidrogénios diretamente ligados. Como exemplo, ao
analisarmos o mapa, observamos a correlagao entre o hidrogénio mais desblindado
(H-2” em © 9,06) com um sinal de carbono em & 151,3, o que permitiu atribuir

inequivocamente estes sinais.



Figura 56 - Espectro de RMN de *C e subespectro DEPT 135 de 60 (100 MHz, CDCls).
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Figura 57 - Mapa de contornos HMQC de 60. Expansio da regido compreendida entre 4,5 e
9,5 ppm (CDCls).
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A estrutura do composto 60 foi confirmada pelo espectro de massas, pois observou-
se o pico [M+H]* em m/z 531,54 u. (Figura 58).
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Figura 58 - Espectro de Massas de 60.
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O espectro no infravermelho do composto 65 (Figura 58) € muito semelhante aquele
de 60, diferindo apenas pela presenca da banda em 1720 cm™', correspondente ao
estiramento da ligacdo C=0 de éster, condizente com a estrutura do referido

composto.
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Figura 59 - Espectro no infravermelho de 65 (ATR).
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No espectro de RMN de 'H (Figura 59 e 60), foi possivel observar como principais
evidéncias da formacdo do composto 65 seis sinais na regidao de hidrogénios
aromatico, sendo 5 hidrogénios do anel quinolinico e 1 hidrogénio do nucleo triazolico.
Os hidrogénios H-2” e H-3” aparecem como dupletos em & 9,08 ¢ & 7,53 ppm,
respectivamente, com 3J = 4,6 Hz. O espectro apresentou também um dupleto em &
8,25, referente ao H-8”, com constante de acoplamento igual a 1,2 Hz, devido ao
acoplamento com o hidrogénio na posicao meta H-6” e outro dupleto em & 8,02,
referente ao H-5" que acopla com H-6" na posi¢gdo orto com uma constante de
acoplamento igual 8,9. Em ©& 8,09 observou-se um simpleto largo, relativo ao
hidrogénio do heterociclo de cinco membros (H-5’), devido o acoplamento com H-6’ e
por fim um duplo dupleto em & 7,61, referente ao H-6" que acoplou em orto com H-5"
e em meta com H-8". Também podem ser visualizados os sinais dos hidrogénios que
compdem a outra parte da molécula, por exemplo, na faixa compreendida entre 6 4,94

a 5,21 ppm observou-se um multipleto, integrado para 4 hidrogénios, correspondentes
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aos H-17a e H-17b da dupla exociclica, que acoplam entre si e os hidrogénios H-6’a
e H-6'b que além de acoplarem entre si, acoplam também com H-5. Por fim,
observaram-se ainda dois simpletos em & = 1,17 e & = 0,85 referentes aos hidrogénios

H-18 e H-20, respectivamente.

Figura 60 - Espectro de RMN de 'H de 65 (200 MHz, CDCl5).
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Figura 61 - Espectro de RMN de 'H de 65. Expansio da regido compreendida entre 7,4 e 9,3
ppm (200 MHz, CDCls).
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O espectro de RMN de '3C (Figura 61) apresentou os 33 sinais esperados para o
composto 65. Observaram-se sinais na regiao de hidrogénios aromaticos entre 151,3
e 115,9 ppm, de carbonos referentes ao nucleo quinolinico, bem como, em 124,1 ppm
o carbono referente ao grupo CH do heterociclo (C-5’). Também observou-se sinal em
0 177,9, referente ao C-19, carbono da carbonila de éster, sinais em 156,7 e 105,2
ppm, referentes aos carbonos da dupla exociclica, C-16 e C-17, respectivamente e o
sinal em & 90,1, referente ao C-15 (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).
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Figura 62 - Espectro de RMN de *C e subespectro DEPT 135 do composto (44) (50

MHz, CDCl).
- P T N N el el e e © o O» S Pl W W W NN s s
~ (%)) | N byt o [o20(=>} (2] o ~ o (W [ - (Co
~ R © S |0 ¢ P P N X S o oo @b o
©o ~ o = £ © © w | (2] N = | N f N W |00
17
oL e,
TooMe s N, 7..
18 19 21 Cl
a2
2N
co'ciot  Ce'cs
C5" C5'
c19 ?\/ cr c15 ! c21
‘ c1$5 “0‘4 e chg--c‘:s" c17 | C6 [ \‘\ u‘\ | -
\ | | [ Ity I
\ \ \ \
150 100 50 0
ppm (t1)

A estrutura do composto 65 foi confirmada pelo espectro de massas, pois observou-

se o pico [M+H]* em m/z 575,57 u. (Figura 63).
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3.2 Atividade antimalarica in vitro dos produtos obtidos

Os diterpenos isolados e a maioria das substancias sintetizadas, como os produtos
finais e os intermediarios, exceto as azidas, foram submetidos aos ensaios in vitro
contra a cepa W2 de P. falciparum resistente a cloroquina. A metodologia empregada
nesse ensaio foi o teste colorimétrico que quantificou a produgao da enzima lactato
desidrogenase (pLDH) pelo parasito (MAKLER et al., 1993; NKHOMA; MOLYNEUX;
WARD, 2007). Este ensaio tem sido utilizado em nosso laboratério com sucesso, pois

garante rapidez e alta reprodutibilidade nos testes.

Para todas as amostras testadas foram calculados os percentuais de redugao do
crescimento do parasito em duas concentragdes (25 e 50 pg/mL) (Tabela 3). Para
aquelas que apresentaram reducgéo de parasitemia superior a 50% foram calculadas
a Clso e a CCso (contra células HepG2), esses valores correspondem a concentragao
que inibe em 50% o crescimento dos parasitos e, em 50%, o crescimento das células

HepG2, respectivamente.

Tabela 3 - Média do percentual de redugio (% Red) do crescimento de P. falciparum

cloroquina-resistente (W2) na presencga de diferentes amostras nas concentragoes de 25 e 50

(ng/mL).
Compostos %Red? (25 ug mL"") %Red" (50 ug mL")
35 59.0 (82.7 yM) 74.0 (165.4 uM)
49 32.0 (79.0 uM) 20.0 (158.0 uM)
50 33.0 (86.7 uM) 47.0 (173.4 uM)
51 90.0 (80.0 uM) 98.0 (160.1 uM)
36 41.0 (69.4 pM) 67.0 (138.8 uM)
52 20.0 (78.5 uM) 30.0 (157.1 uM)
53 225 (77.5 uM) 27.0 (155.1 uM)
54 62.0 (67.5 uM) 81.5 (135.0 yM)

60 21.0 (47.1 uM) 31.0 (94.3 uM)



61

62

63

64

65

66

67

68

Cloroquina

56.1 (56.0 uM)
13.0 (56.1 uM)
20.0 (52.1 uM)
51.0 (52.6 pM)
31.0 (43.5 uM)
47.0 (50.9 uM)
28.6 (51.1 uM)
27.5 (47.8 uM)

100 (78.1 pM)

62.0 (112.0 uM)
35.0 (112.3 uM)
33.0 (104.3 uM)
60.0 (105.2 uM)
44.0 (87.0 uM)
71.0 (102.0 uM)
52.3 (102,2 uM)
49.0 (95.5 pM)

90 (156.3 uM)

158

@Porcentagem de redugéo (% Red) do crescimento do P. falciparum (W2) determinado pelo método
pLDH, na concentragéo de 25 yg mL™".
bPorcentagem de redugéo (% Red) do crescimento do P. falciparum (W2) determinado pelo método
pLDH, na concentrag&o de 50 yg mL™".

A atividade antimalarica (Clso) determinada nos ensaios in vitro em culturas de P.

falciparum (W2), a citotoxicidade (CCso) contra células HepG2, o indice de seletividade

(IS), a energia de ligagao e o coeficiente de particdo para cada composto obtido sao

mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Atividade antimalarica (Clso), citotoxicidade (CCso), indice de seletividade (IS) e

energia de ligacdo das substancias obtidas e testadas in vitro contra P. falciparum resistente a

cloroquina (cepa W2).

Energia de ligagao

Compostos | Clso® (M) CCso® (uM) IS (Kcal/mol) XLogP3
35 115+£2.4 945.2+58.8 8.2 -8.5 5.43
49 >158.1 N.D. ---- -1.7 5.75
50 >173.5 N.D. ---- -8.1 5.50
51 19.7 £3.8 109.9+23.0 5.6 -7.8 6.15
36 >138.7 N.D. ---- -8.9 4.52
52 >157.1 N.D. ---- -1.7 3.95
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53 >150.4 N.D. -—-- -1.7 4.27
54 83.4+3.8 181.8+22.2 2.2 -7.5 4.92
60 >94.1 N.D. == -10.5 7.63
61 53.0£5.1 774.2+48 1 14.5 -10.4 5.92
62 >112.2 N.D. ---- -10.7 6.99
63 >104.1 N.D. - -10.0 7.36
64 945+27 >2102.3 22.2 -94 6.97
65 >86.9 N.D. - -9.3 6.40
66 56.3+8.1 60.9 1.1 -8.7 4.69
67 >102.1 N.D. - -9.3 5.76
68 >95.4 N.D. - -8.7 6.13
Cloroquina  0.42+0.09 543.6+71.4 1308 -

IS: indice de seletividade = CCso/ICso; N.D. = n&o determinado.
alCso: concentragao que inibe em 50% o crescimento dos parasitos.
®CCso: concentragéo que inibe em 50% o crescimento das células.
XLogP3: Calculo do coeficiente de lipdfilia.

Segundo os resultados obtidos a cloroquina (CQ) apresentou um valor de Clso de
0.4210.09 e um valor de CCsp de 545.6 + 71.4 uyM levando a um IS igual a 1308. O
acido caurenoico (35) e os derivados 61 e 64 apresentaram valores de CCsg maiores
do que a CQ, isso quer dizer que a citotoxicidade destas substancias testadas em
células Hep G2 foi significativamente menor quando comparado a CQ. Entretanto, o
valor de IS da CQ foi maior do que os valores encontrados para todas as substancias
testadas, por ser um composto muito mais ativo, e apresentar, consequentemente,

menor valor de Clso.

E importante ressaltar que este é o primeiro trabalho que reporta a atividade
antimalarica in vitro do acido xilopico (36). Os diterpenos 35 e 36 apresentaram baixa
atividade antimalarica (Clso 115.6 e >138.7 yM, respectivamente), como mostra a
Tabela 4. Entretanto, em outro trabalho do nosso grupo de pesquisa (BATISTA et al.,

2013) reportou-se maior atividade antimalarica para o acido caurendico (Clso 21.1 %
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3.3 pyM). Uma possivel explicagdo para essa diferengca pode estar na metodologia
utilizada para mensurar a atividade antimalarica in vitro deste composto. Apesar do
tempo de incubacéo, a parasitemia e o hematdcrito em ambos os experimentos terem
sido similares, a determinagcdo da parasitemia apds exposicdo dos parasitos as
substancias ensaiadas foi baseada em metodologias diferentes. No trabalho reportado
por Batista e colaboradores (2013) a determinagao da parasitemia foi realizada pela
incorporagéo de hipoxantina tritiada (®*H-hipoxantina), enquanto que, no presente

trabalho, foi realizado pela determinagédo da enzima pLDH (MAKLER et al., 1993).

Recentemente o acido caurendico foi isolado de Schefflera umbellifera (Sond.), uma
planta utilizada para tratamento da malaria em Malawi, Mogambique, Zimbabué e
Africa do Sul e que possui moderada atividade antiplasmodial (Clso 32.2 ug mL™" =
106.5 pM) contra cepas D10 cloroquina-sensiveis (MTHEMBU; VAN HEERDEN;
FOUCHE, 2010). Valores préximos de Clso (31,77 pg mL*' = 105,1 pM) foram
encontrados contra a cepa D10 para este acido diterpénico que é o principal
constituinte nos extratos hexanicos e diclorometanico obtidos a partir da casca do
caule de Croton pseudopulchellus Paxm (LANGAT et al., 2012). Em ambos os casos,
a atividade antimalarica foi determinada pela técnica pLDH (MAKLER et al., 1993). As
diferentes cepas de P. falciparum utilizadas por estes autores, D10, € no nosso
trabalho, W2, podem explicar a diferenca entre os valores de Clso determinados nestes

trabalhos.

Todos os derivados do acido caurendico (49-51, 60-64) e do acido xildpico (52-54, 65-
68) aqui descritos mostraram baixa atividade antimalarica quando comparados aos
diterpenos naturais 35 e 36, com excecao dos ésteres propargilicos 51 e 54, que
apresentaram Clso 19.7 £3.8 e 83.4 + 3.8 pM, respectivamente, bem como as
moléculas hibridas 61 e 66 com Clso 53.0£5.1 e 56.318.1 uM, respectivamente
(Tabela 4). Curiosamente, uma boa atividade antimalarica foi relatada anteriormente
para alguns alcinos (OLAGNIER et al., 2007). Estes resultados poderiam estar
relacionados a presencga do grupo propargiloxi na posicao C19, que poderia favorecer
o efeito antimalarico em comparagao a posigdo C16, mas isto ndo € valido para os
compostos 61 e 66, cujos valores de Clso sao estatisticamente equivalentes. Neste
caso, a presenga de atomos de nitrogénio adicionais, eventualmente, de formas

protonadas, certamente influenciam na interacao de receptores e consequentemente,
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no efeito antimalarico. Com o objetivo de procurar alguma explicagdo para estes

resultados, foram realizados estudos de docking molecular.

A ancoragem molecular (do inglés Molecular Docking) € uma metodologia da biologia
computacional em que simulagées computacionais podem ser aplicadas na resolucao
de questbes relacionadas a interagdo entre uma molécula ligante e receptores,
fornecendo informagdes quanto a conformagao farmacoférica e a energia de ligagao
com base nas estruturas tridimensionais isoladas. De posse destas informacdes, o
meétodo é capaz de distinguir moléculas ligantes das nao ligantes, ranqueando-as de
acordo com a energia de ligacéo, prevendo a disposi¢cao geométrica e as interagdes
fisico-quimicas associadas a elas, de modo que, a ligagdo mais estavel sera aquela
que apresente a menor energia de ligacdo. As vantagens e limitagbes desta
metodologia tém sido reportadas em revisdes anteriores (ELOKELY; DOERKSEN,
2013). A Figura 63 mostra imagens obtidas em estudos de docking entre PfATP6 e
derivados cauranicos. O sitio de ligagao desta enzima esta localizado dentro da regido
transmembrana (Figura 63A). Como pode ser visualizado, o composto mais ativo (51)
forma complexos com os aminoacidos Lys250, lle251, Phe254, GIn257, Asn814,
Leu815, 1le816, Leu821 e 1le825, essencialmente através de interacdes de Van der
Waals (Figure 63B). Este resultado pode explicar as diferengas entre a atividade dos
compostos, ainda que este composto (51) ndo possa formar duas ligagdes adicionais
(Figura 63C). Além disso, em geral, este composto apresentou uma elevada lipofilia
com valor XlogP3 de 6,15. Notavelmente, o composto 51 tem poucos lacos flexiveis.
Consequentemente, ha uma perda minima de energia de entropia resultando em uma
melhor atividade global (KLEBE, 2015). Por outro lado, para o composto 61 (Clso
53.0£5.1 uM), por exemplo, a diminuicdo da atividade biolégica em relagdo ao
composto 51 (Clsp 19.7 £3.8 uM) poderia ser atribuida a protonagdo da porcao
triazdlica do primeiro, devido ao ambiente acido do parasito e a seu menor carater
lipofilico (5,92). E interessante observar que os valores de Clsp de 61 e 66 sdo
estatisticamente equivalentes significando que a localizagéo do grupo triazol em C19
e C15 parece nao influenciar na atividade. No entanto, a maior atividade de 61 e 66
em relagcéo a outros derivados triazolicos se deve, possivelmente, ao fato de de cada
um apresentar um sitio de ligagdo adicional, representado pelo nitrogénio do anel
piridinico, estabelecendo-se, assim, ligagdes de hidrogénio com GIn257 e Leu815 com

2,95 A e 3,57 A, respectivamente. Um outro exemplo da influéncia de pontes de
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hidrogénio na atividade pode ser representado pelo triazol 64, em que a metoxila
presente faz ponde de hidrogénio com Leu815 (Figura 63D). As Figuras 63C e 63D
mostram 51 o doador em ligagdes de hidrogénio a aminoacidos aceptores dentro da

cavidade.
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Figura 63 - Resultado da modelagem molecular entre PFATP6 e o éter propargilico 51.
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Figure 63: Resultados de modelagem molecular entre PFATP6 e 51. A) O modelo da PfATPS,
onde as cores azul, vermelho e cinza representam as folhas beta, alfa-hélices e regiées de
looping, respectivamente; B) Diagrama 2D do mapa farmacoférico entre o composto §1 e o sitio
de ligacéo da enzima; C) e D) Superficie do receptor de ligagbes de hidrogénio com os derivados
51 e 64, respectivamente. As cores rosa e verde mostram as regibes doadoras e aceptoras de
PfATP6 para formacdo de ligacbes de hidrogénio, respectivamente. Os hidrogénios estao

omitidos para uma melhor visualizagao.
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CAPITULO 3

SINTESE DE DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOLICOS-1,4-DISSUBSTITUIDOS A PARTIR
DA 4,7-DICLOROQUINOLINA
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1.INTRODUGAO

O nucleo quinolinico (Figura 64) é um importante sistema heterociclico que esta
presente em muitos produtos naturais e sintéticos apresentando um amplo espectro
de atividades bioldgicas. Sendo assim, no campo da descoberta de novos farmacos,
derivados quinolinicos tém sido explorados com muito éxito, principalmente no
desenvolvimento de antimalaricos (PINHEIRO; BISPO; SOUZA, 2010). Importantes
derivados quinolinicos como a quinina (1) e a cloroquina (3) (Figura 64) séo os
antimalaricos mais amplamente empregados na quimioterapia da malaria, visto que
possuem uma boa propriedade farmacocinética além de mostrarem baixa toxicidade
e efeitos colaterais (KAUR et al., 2010; KOUZNETSOV; GOMEZ-BARRIO, 2009).
Sabe-se que 0 mecanismo da acao antimalarica dos farmacos quinolinicos ainda néo
€ totalmente esclarecido. Mas a hipétese mais comumente aceita baseia-se na

habilidade das drogas em inibir a polimerizagao do heme (BRAY et al., 1999).

Figura 64 - Principais farmacos antimalaricos com o nucleo quinolinico e numeragio do seu

anel heterociclico.

Durante seu ciclo de vida, o Plasmodium passa por uma fase pré-eritrocitica e uma
fase eritrocitica, que se caracteriza pela reproducdo assexuada do parasito nas
hemacias humanas. Este ciclo se repete periodicamente e esta relacionado aos ciclos
febris do paciente. Nesta etapa, os parasitos utilizam a hemoglobina como principal
fonte energética para o seu desenvolvimento. Apds a internalizagdo da hemoglobina
no vacuolo digestivo, ela € degradada e tem sua porg¢ao ferro liberada (GOODYER et

al., 1997). Esta porgcao, denominada ferriprotoporfirina IX (FPIX), também chamada
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de “porgdo heme” consiste em um grupo reativo e toxico para o parasito (EHLGEN et
al., 2012). Para promover seu crescimento, o parasito neutraliza a toxicidade do grupo
heme através da sua polimerizagao, formando a hemozoina (ou pigmento malarico)
possibilitando assim, o crescimento do Plasmodium (GINSBURG; WARD; BRAY,
1999).

A acdo de farmacos que atuam nesta fase é atribuida ao anel quinolinico, presente
nesta classe de antimalaricos. Esse grupo farmacoférico atua impossibilitando a
polimerizagdo da FPIX em hemozoina ao se acumular dentro do vacuolo digestivo
(FITCH, 2004; YEH; ALTMAN, 2006). Acredita-se que esses compostos quinolinicos
sdo protonados no interior do vacuolo digestivo, perdendo sua capacidade de
atravessar membranas plasmaticas. Essas moléculas, na forma protonada, formariam
uma ligagao covalente com o heme, inibindo a formagédo da hemozoina, mantendo

assim sua toxicidade ao parasito (FITCH, 2004).

A relacao estrutura quimica e atividade antimalarica para os derivados quinolinicos
tem sido amplamente investigada (DE et al., 1998; EGAN et al., 2000; KASCHULA et
al., 2002; RYCKEBUSCH et al, 2003; SLATER, 1993). Em 2000, Egan e
colaboradores propuseram um modelo para a relagao estrutura/atividade (Figura 65).
De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, ficou evidenciado que
compostos contendo dois ou mais atomos de nitrogénio capazes de serem protonados
numa faixa de pH, apresentam potencial atividade antimalarica. Essa atividade é
atribuida a modificagbes quimicas relacionadas com a posi¢cdo e a natureza de
substituintes no sistema quinolinico. Assim, a introdugéo de cloro na posig¢ao 7 do anel
quinolinico foi responsavel por inibir a formagao da hemozoina; a porgcédo quinolinica
da molécula promoveu a complexagdo com a ferriprotoporfirina através de uma
ligagcédo covalente e a alteragdo da cadeia lateral aminoalquilica na posi¢céo 4 do anel
auxiliou no acumulo da cloroquina no vacuolo digestivo do parasito, 0 que promoveu
o aumento da forga de associagdo com a (FPIX); observou-se ainda que a distancia
molecular entre o nitrogénio da quinolina e o nitrogénio alquilamino afetou o nivel de
atividade antimalarica (EGAN et al., 2000).



169

Figura 65 - Modelo proposto para a relagdo entre estrutura e atividade para cloroquina.

Adaptado de (Egan et al., 2000).
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Diversos trabalhos descrevendo a sintese de derivados quinolinicos com potencial
atividade antimalarica tem sido publicados. Em 2005, por exemplo, Chiyanzu e
colaboradores relataram a sintese de uma nova classe de derivados da 4-
aminoquinolina, a partir do produto natural isatina (Figura 66). A atividade bioldgica
dos compostos obtidos foi avaliada contra diferentes cepas de P. falciparum e se
mostraram ativos com valores de Clso na faixa entre 1.3-0.079 uM e 2.0-0.050 pM
contra cepas sensiveis a cloroquina (D10) e cepas resistentes a cloroquina (K1 e W2).
(CHIYANZU et al., 2005).

Figura 66 - Derivados aminoquinolinicos antimalaricos obtidos a partir da isatina.
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Em 2011, Manohar e colaboradores sintetizaram uma série de novos hibridos de 4-
aminoquinolinas-1,2,3-triazol e 4-aminoquinolinas-1,2,3-triazol-1,3,5-triazina e
avaliaram suas atividades contra cepas de P. falciparum sensivel a cloroquina (D6) e
resistentes a cloroquina (W2). Os 34 derivados obtidos apresentaram atividades

antimalaricas promissoras, com valores variando entre 0,91-7,24 yM contra D6 e 1,12-
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11,52 yM contra W2. Além disso, todos os compostos foram considerados nao
citotoxicos contra células vero em concentragdes até 48 uM, indicando serem seguros
contra células de mamiferos (MANOHAR; KHAN; RAWAT, 2011).

Em 2014, nosso grupo de pesquisa relatou a sintese de uma série de derivados
triazdlicos a partir da 4,7-dicloroquinolina. Considerando o nucleo quinolinico como a
farmacéforo antimalarico, foi planejada a substituicdo de sua cadeia N-alquil por um
1,2,3-triazois com diferentes substituintes na posicdo C-4 do anel quinolinico. Os
produtos finais foram obtidos através da reacdo de cicloadiagcao entre 4-azido-7-
cloroquinolina e diferentes alcinos comerciais catalisada por cobre (CuAAC)
(Esquema 19) (PEREIRA, G R et al., 2014).

Esquema 19 - Reacio de cicloadigdo entre a 4-azido-7-cloroquinolina e alcinos terminais via

CuAAC.
R
N
: s
N3 // N\N
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Os compostos obtidos foram avaliados contra cepas de P. falciparum resistentes a
cloroquina e sensiveis a mefloquina (W2) e apresentaram atividade antimalarica de
baixa a moderada, com valores de Clso entre 9.6 e 40.9 yM. Um dos fatores que pode
estar relacionado com a baixa atividade observada €&, possivelmente, a fraca
contribuicdo de ressonéncia do anel triazol, necessaria para estabilizar a forma
protonada do anel quinolinico, diminuindo assim, o pKa do nitrogénio da quinolina,
um fator importante para a desintoxicagdo do heme no parasito da malaria. Ao
analisar os resultados obtidos nesse trabalho, os autores acreditam que ao introduzir
um grupo doador de elétrons mais forte na posigéo C-4 e um espagador (aumento da
cadeia lateral) entre a quinolina e o anel triazélico, poderiam ser obtidos compostos
mais ativos, fato este que corrobora com os estudos realizados por Egan e
colaboradores (EGAN et al., 2000).



171

Diante do exposto, juntamente com a necessidade de encontrar novos farmacos
antimalaricos, esse capitulo abordara a sintese de uma série de produtos triazélicos,
derivados da 4,7-dicloroquinolina. Inicialmente, foi feita a funcionalizagao da quinolina
comercial 37, substituindo-se o cloro em C4 por um amino alcool (cadeia de dois e
trés carbonos), seguindo-se azidagao e cicloadiagao dos azidoderivados com com
diferentes alcinos terminais comerciais. A rota sintética para a obtencéo desses novos

triazbis quinolinicos pode ser visualizada no Esquema 20.

Esquema 20 - Rota sintética para a obtengio de hibridos triazélicos inéditos a partir da 4,7-

dicloroquinolina.
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2.MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese, dados fisico-quimicos e espectroscopicos das substancias
obtidas

211 Sintese do 2-(7-cloroquinolin-4-ilamino) etanol (70)

A um baldo de 100 mL adicionou-se uma mistura de 4,7-dicloroquinolina (37) (2 g,
10,15 mmol) e 2-aminoetanol (10 mL, 165 mmol). O meio reacional foi deixado sob
agitacao magnética a uma temperatura de 130 °C. A reagao foi monitorada por CCD
até o consumo total do material de partida que ocorreu apés 5 horas de reagédo. Apos
o resfriamento, o meio reacional foi vertido em agua (100 mL) e filtrado, o residuo
solido foi seco e em seguida, recristalizado em acetato de etila (25 mL) para obter o
composto 70 na forma de cristais branco-creme (1,923 g; 8,65 mmol) com 86% de

rendimento.

Dados referentes ao composto 70:

FM: C11H11CIN2O

MM: 222.06 g/mol

FF: 217-219 °C; FF lit.: 217-218 °C (EGAN et al., 2000).
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IV (ATR, cm™): 3306 (N-H), 3066 (C-H aromatico), 2923 e 2816 (C-H alifatico), 1614,
1580 (C=C), 1063, 800, 763.

RMN de 'H (200 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cdo: 8.32 (d, 1H, J = 5.8, H-2), 8.06 (d, 1H, J = 9.0, H-5),
7.74 (d, 1H, J= 2.2, H-8), 7.36 (dd, 1H, J=2.2 € 9.0, H-6), 6.53 (d, 1H, J = 5.8, H-3),
3.86 (2H, t, J = 5.7, ArNHCH2CH2-), 3.47 (2H, t, J = 5.7, ArNHCH2-).

RMN de 3C (50 MHz, CDCls): 151.8 (C-2), 150.2 (C-4), 149.0 (C-9), 133.3 (C-7),
127.4 (C-8), 123.9 (C-5), 123.9 (C-6), 117.4 (C-10), 98.6 (C-3), 58.7 (C-12) e 45.0 (C-
11).

2.1.2 Sintese do 2-(7-Cloroquinolin-4-ilamino) etil metanosulfonato (71)

A um baldo de 50 mL sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se o composto 70 (0,5
g; 2,25 mmol) em diclorometano anidro (10 mL) sob agitacao a temperatura ambiente
por 15 minutos. Apds esse tempo adicionou-se cloreto de mesila, gota a gota (0,17
mL; 2,2 mmol) a 0 °C. Em seguida, adicionou-se lentamente trietilamina (0,66 mL, 4,2
mmol) deixando o sistema em agitagéo por mais 30 minutos, mantendo a temperatura
abaixo de 5 °C. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo em banho de gelo por 45
minutos, quando se observou o fim da reagao, por meio de CCD. Apds diluigdo com
solugao saturada de NaHCO3 (20 mL), a reagao foi extraida com DCM (2 x 10 mL) e
em seguida, as fases organicas foram secas com sulfato de sodio anidro e o filtrado
foi concentrado em evaporador rotatério sob vacuo. O residuo foi lavado com metanol
para obter o produto 71 como um sélido branco (0,48 g; 0,16 mmol) em 72% de

rendimento.

Dados referentes ao composto 71:
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FM: C12H13CIN2O3S
MM: 300,03 g/mol

FF: 136-139 °C; FF lit.: 138-140 °C (CHIYANZU et al., 2005).

2.1.3 Sintese da N-(2-Azidoetil)-7-cloroquinolin-4-amina (72)

11 N
HNT 0
12

A um baldo de 50 mL adicionou-se o composto 71 (0,5 g, 1,66 mmol) solubilizado em
DMF anidra (5 mL), seguida de azida de sddio (0,85 g; 13,07 mmol). O meio reacional
foi mantido em atmosfera inerte sob agitacdo e aquecimento a 100 °C, por 5 horas.
Apds o término da reacdo a azida de sédio foi filtrada e o DMF foi removido sob
pressao reduzida em rotavapor. Em seguida, adicionou-se DCM e extraiu-se a fase
organica com uma solugao saturada de NaCl, que foi seca com Na>SO4 anidro e o
solvente removido sob pressao reduzida em evaporador rotatério. Apds a purificacéo
em coluna cromatografica de silica gel, obteve-se o produto 72 como um sdélido

amarelo (0,38 g; 1,53 mmol; 76 % de rendimento).
Dados referentes ao composto 72:

FM: C11H10CINs

MM: 247,06 g/mol

FF: 146,2-147,7 °C; FF lit.: 145-147 °C (DE SOUZA et al., 2009).
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IV (ATR, cm-1): 3229 (N-H); 3065 (C—H aromatico), 2924 e 2856 (C-H alifatico), 2091
(Ns); 1571 e 1549 (C=C).

RMN de 'H (200 MHz, CDCIl3): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢do: 8.26 (d, 1H, J = 5.6, H-2), 7.95 (d, 1H, J = 9.0, H-5),
7.67 (d, 1H, J= 2.0, H-8), 7.27 (dd, 1H, J = 2.0 e 9.0, H-6), 6.44 (d, 1H, J = 5.6, H-3),
3.49 (4H, sl, 2 H-11 e 2 H-12).

RMN de 3C (50 MHz, CDCl3): 152.4 (C-2), 152.3 (C-4), 149.6 (C-9), 136.4 (C-7),

127.6 (C-8), 126.2 (C-6), 124.2 (C-6), 118.7 (C-10), 99.7 (C-3), 50.6 (C-12) e 43.3 (C-
11).

2.1.4 Sintese do 3-(7-cloroquinolin-4-ilamino) propan-1-ol (73)

O produto 73 foi obtido com 83,3% (4,99 g) de rendimento apds recristalizagédo em
acetato de etila, na forma de cristais branco-creme, conforme procedimento descrito

no item 2.1.1.

Dados referentes ao composto 73:

FM: C12H13C|N20

MM: 236.07 g/mol

FF: 149,7-151,7 °C
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IV (ATR, cm™): 3374 (O-H), 3312 (N-H), 2896 e 2757 (C-H alifatico), 1612, 1584
(C=C), 854, 800.

RMN de 'H (200 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cdo: 8.22 (d, 1H, J = 5.8, H-2), 7.89 (d, 1H, J = 8.8, H-5),
7.65 (d, 1H, J=2.0, H-8), 7.23 (dd, 1H, J=2.0 e 9.0, H-6), 6.37 (d, 1H, J = 5.8, H-3),
3.66 (2H, t, J =6, H-13), 3.34 (2H, t, J= 6.8, H-11), 1.87 (2H, q, J = 6.2 e 12.8, H-12).

RMN de 3C (50 MHz, CDCls): 152.6 (C-2), 152.3 (C-4), 149.5 (C-9), 136.2 (C-7),
127.5 (C-8), 125.9 (C-5), 124.1 (C-6), 118.6 (C-10), 99.5 (C-3), 60.8 (C-13), 41.3 (C-
11) e 32.1 (C-12).

2.1.5 Sintese do 3-(7-Cloroquinolin-4-ilamino) propil metanosulfonato (74)

1m0 9,
HN/\12/\O—S—-Me
P (l)l
6 X3
~

O produto 74 foi obtido com 69% (0,45 g) de rendimento apods recristalizagdo em

metanol, na forma de um saélido branco, conforme procedimento descrito no item 2.1.2.

Dados referentes ao composto 74:

FM: C13H15CIN203S

MM: 314,05 g/mol
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IV (ATR, cm™): 3258 (N-H), 3078 (C-H aromatico), 2927 (C-H alifatico), 1610, 1451,
1376, 1161 (S=0), 1037.

RMN de 'H (200 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cdo: 8.36 (d, 1H, J = 5.6, H-2), 8.06 (d, 1H, J = 9.0, H-5),
7.77 (d, 1H, J= 1.8, H-8), 7.39 (dd, 1H, J= 1.8 € 9.0, H-6), 6.55 (d, 1H, J = 5.6, H-3),
4.40 (2H, t, = 6.0, H-13), 3.52 (2H, t, J= 6.8, H-11), 3.09 (3H, s, H-14) e 2.17 (2H, q,
J=6.4e12.8, H-12).

RMN de 3C (50 MHz, MeOD): 152.6 (C-2), 152.5 (C-4), 149.6 (C-9), 136.4 (C-7),
127.6 (C-8), 126.1 (C-5), 124.2 (C-6), 118.8 (C-10), 99.7 (C-3), 69.3 (C-13), 40.2 (C-
11), 37.1 (C-14) € 29.2 (C-12).

2.1.6 Sintese da N-(3-Azidopropil)-7-cloroquinolin-4-amina (75)

O produto 75 foi obtido com 82% (0,68 g) de rendimento apds purificagdo em coluna
cromatografica, na forma de um sdélido amarelo, conforme procedimento descrito no
item 2.1.3.

Dados referentes ao composto 75:

FM: C12H12C|N5

MM: 261,08 g/mol
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IV (ATR, cm-'): 3217 (N-H); 3066 (C-H aromatico), 2940 (C-H alifatico), 2092 (Ns),
1611, 1574 (C=C), 1492 e 1282 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, CDCIs;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cdo: 8.54 (d, 1H, J = 5.2, H-2), 7.96 (d, 1H, J = 2.0, H-8),
7.67 (d, 1H, J=9.0, H-5), 7.37 (dd, 1H, J= 2.0 € 9.0, H-6), 6.44 (d, 1H, J = 5.4, H-3),
3.54 (t,2H, J=6.0, H-13), 3.44 (t, 2H, J= 5.6, H-11) € 2.02 (q, 2H, J= 6.6 € 12.8, H-
12).

RMN de "3C (50 MHz, MeOD): 152.6 (C-4), 152.3 (C-2), 149.5 (C-9), 136.3 (C-7),
127.5 (C-8), 126.0 (C-6), 124.4 (C-6), 118.7 (C-10), 99.6 (C-3), 50.3 (C-13), 41.1 (C-
11) e 28.7 (C-12).

2.1.7 Sintese dos hibridos 1,2,3-triazélicos-1,4-dissubstituidos (76 — 88)

- Procedimento geral da reacgao de cicloadigao catalisada por cobre | entre um alcino

terminal e uma azida organica (reagéo "click")

A um baldo de 50 mL, contendo o alcino comercial (1,1 equivalentes) e uma azida
organica (1.0 equivalente), solubilizados em metanol (2 mL), adicionou-se
CuS04.5H20 (0,3 equivalente) e uma solugao aquosa de ascorbato de sodio (2 mL),
previamente preparada com acido ascorbico (0,8 equivalente) e bicarbonato de sédio
(0,8 equivalente). A mistura reacional foi mantida sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente por 1 a 3 horas. Apés o consumo do material de partida,
observado por CCD (eluente: metanol/acetato de etila 1:1) removeu-se o metanol e
em seguida adicionou-se ao meio reacional acetato de etila (30 mL) e extraiu-se com
uma solucdo de EDTA 50% (m/v) e NH4OH concentrado misturados na proporc¢ao de
1:1 em agua. A fase organica foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido
em evaporador rotatério. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna

de silica obtendo-se o derivado 1,2,3-triazodlico.
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21.71 Sintese do 1-(2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-
metanol (76a)

O produto 76a foi obtido com 61% de rendimento (74,8 mg) na forma de um sdlido

amarelo.

FM: C14H14CIN50O

MM: 303,09 g/mol

FF: 201,9-203,9°C

RMN de 'H (400 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cdo: 8.33 (d, 1H, J = 7.2, H-2), 8.27 (d, 1H, J =9.2, H-5),
8.00 (s, 1H, H-13), 7.86 (d, 1H, J = 2, H-8), 7.63 (dd, 1H, J=2.0 € 9.2, H-6), 6.71 (d,
1H, J = 6.8, H-3), 4.81 (t, 2H, J = 5.2, H-12), 4.63 (s, 2H, H-15) e 4.14 (t, 2H, J = 5.6,
H-11).

RMN de 13C (100 MHz, MeOD): 157.9 (C-4), 144.1 (C-2), 141.2 (C-9), 140.0 (C-14),
128.9 (C-8), 125.8 (C-5), 120.4 (C-6), 116.9 (C-10), 99.6 (C-3), 56.2 (C-15), 49.7 (C-
12) e 44.4 (C-11).

21.7.2 Sintese do 1-(2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-etanol (77a)
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O produto 77a foi obtido com 58% de rendimento (74,4 mg) na forma de um sdlido

amarelo.

FM: C15H16C|N50

MM: 317,10 g/mol

FF: 148,3-152,6 °C

RMN de 'H (200 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢do: 8.33 (d, 1H, J = 5.0, H-2), 7.97 (d, 1H, J = 8.8, H-5),
7.75 (sl, 2H, H-8 e H-13), 7.38 (dd, 1H, J = 1.4 e 8.8, H-6), 6.49 (d, 1H, J = 5.2, H-3),
4.68 (t, 2H, J=5.6, H-12), 3.90 (t, 2H, J= 5.2, H-16), 3.73 (t, 2H, J=6.8, H-11) ¢ 2.84
(t, 2H, J = 6.6, H-15).

RMN de 3C (50 MHz, MeOD): 152.6 (C-4), 151.8 (C-2), 148.9 (C-9), 146.4 (C-14),
136.8 (C-7), 127.1 (C-8), 126.5 (C-5), 124.7 (C-13), 124.3 (C-6), 118.6 (C-10), 99.6
(C-3), 62.0 (C-16), 49.7 (C-12), 43.1 (C-11) e 29.8 (C-15).

21.7.3 Sintese do 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)propil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-etanol (77b)
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O produto 77b foi obtido com 55% de rendimento (69,7 mg) na forma de um sdlido

amarelo.

FM: C16H18C|N50

MM: 331,12 g/mol

FF: 90,1-93,2 °C

RMN de 'H (200 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicdo: 8.40-8.31 (m, 2H, H-2 e H-5), 7.94 (s, 1H, H-14), 7.87
(d, 1H, J=1.6, H-8), 7.66 (dd, 1H, J=1.8 € 9.2, H-6), 6.83 (d, 1H, J= 7.2, H-3), 4.60( t,
2H, J= 6.6, H-13), 3.84-3.74 (m, 2H, H-17), 3.67 (t, 2H, J = 6.8, H-11) 2.86 (sl, 2H, H-
16) e 2.43 (q, 2H, J=6.4 e 13, H-12).

RMN de '3C (50 MHz, MeOD): 157.6 (C-4), 143.9 (C-14), 141.0 (C-9), 140.0 (C-7),
128.7 (C-8), 126.0 (C-5), 120.3 (C-6), 116.9 (C-10), 99.8 (C-3), 61.8 (C-17), 47.7 (C-
13), 42.1 (C-11), 29.6 (C-16) e 28.7 (C-12).

21.74 Sintese do 1-(2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)-propan-1-ol (78a)
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O produto 78a foi obtido com 64,9% de rendimento (87 mg) na forma de um sélido

amarelo.

FM: C16H18C|N50

MM: 331,12 g/mol

FF: 65,2-68 °C

IV (ATR, cm-'): 3285 (O—H), 2944 e 2881 (C-H alifatico), 1610 (N=N), 1581 e 1548
(C=C).

RMN de 'H (400 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragcdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigado: 8.33 (d, 1H, J = 5.2, H-2), 7.99 (d, 1H, J = 8.8, H-5),
7.77 (sl, 1H, H-8), 7.69 (s, 1H, H-13), 7.41 (dd, 1H, J= 1.6 € 9.6, H-6), 6.47 (d, 1H, J
= 5.6, H-3), 4.87 (t, 2H, J = 5.2, H-12), 3.91 (t, 2H, J = 5.2, H-11), 3.50 (t, 2H, J =6,
H-17), 2.69 (t, 2H, J = 7.2, H-15) e 1.76 (q, 2H, J = 6.4 e 13.6, H-16).

RMN de 13C (50 MHz, DMSO): 151.7 (C-2), 149.6 (C-4), 148.8 (C-9), 146.6 (C-14),
133.4 (C-7), 127.4 (C-8), 124.3 (C-6), 123.8 (C-5), 122.2 (C-13), 117.3 (C-10), 98.7
(C-3), 59.9 (C-17), 47.6 (C-12), 42.3 (C-11), 32.2 (C-15) e 21.5 (C-16).

21.75 Sintese do 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)propil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-propan-1-ol (78b)
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O produto 78b foi obtido com 59,5% de rendimento (55,1 mg) na forma de um sdlido

amarelo.

FM: C17H20CIN50O

MM: 345,13 g/mol

FF: 140-142,5 °C.

IV (ATR, cm-'): 3289 (O-H); 3150 (N-H); 2909 e 2862 (C-H alifatico); 1612 (N=N),
1583 (C=C); 1490 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicédo: 8.38 (d, 1H, J = 5.4, H-2), 8.25 (d, 1H, J = 9.2, H-5),
7.88 (s, 1H, H-14), 7.78 (d, 1H, J = 2.2, H-8), 7.45 (dd, 1H, J= 2.2 € 9.0, H-6), 6.42 (d,
1H, J=5.4, H-3), 4.44 (t, 2H, J = 6.8, H-13), 3.26 (i, 2H, J = 6.6, H-11), 2.63 (t, 2H, J
=7.4,H-16),2.19(q,2H,J=7.0e 13.8, H-12) e 1.72 (q, 2H, J = 6.6 € 14.4, H-17).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO): 151.8 (C-2), 149.8 (C-4), 148.9 (C-9), 146.7 (C-15),
133.3 (C-7), 127.4 (C-8), 124.0 (C-5), 124.0 (C-14), 121.8 (C-6), 117.4 (C-10), 98.6
(C-3), 59.9 (C-18), 47.1 (C-13), 39.5 (C-11), 32.2 (C-16), 28.4 (C-17) e 21.6 (C-12).

21.7.6 Sintese do 1-(2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)-propan-2-ol (79a)
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O produto 79a foi obtido com 56,7% de rendimento (76 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C16H18C|N50

MM: 331,12 g/mol

FF: 180,2-183 °C

IV (ATR, cm-1): 3354 (O-H); 3146 (N-H); 2984 e 2928 (C-H alifatico); 1610 (N=N),
1579 (C=C); 1486 e 1455 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢cdo: 8.38 (d, 1H, J = 5.4, H-2), 8.18 (d, 1H, J = 9.0, H-5),
7.90 (s, 1H, H-13), 7.80 (d, 1H, J = 2.2, H-8), 7.47 (dd, 1H, J=2.2 € 9.0, H-6), 6.49 (d,
1H, J=5.4, H-3), 4.60 (t, 2H, J = 6.2, H-12), 3.78-3.75 (m, 2H, H-11) e 1.40 (s, 6H, H-
16).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO): 155.7 (C-4), 151.8 (C-2), 149.7 (C-9), 148.9 (C-14),
133.4 (C-7), 127.4 (C-8), 124.3 (C-5), 123.8 (C-13), 121.0 (C-6), 117.3 (C-10), 98.7
(C-3), 66.9 (C-15), 47.6 (C-12), 42.43 (C-11) e 30.6 (C-16).

21.7.7 Sintese do 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)propil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-propan-2-ol (79b)
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O produto 79b foi obtido com 57% de rendimento (52,8 mg) na forma de um dleo.

FM: C17H20CIN50O

MM: 345,13 g/mol

FF: 149,7-151,7 °C

IV (ATR, cm-'): 3354 (O-H); 3146 (N-H); 2984 e 2928 (C-H alifatico); 1610 (N=N),
1579 (C=C); 1486 e 1455 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicédo: 8.38 (d, 1H, J = 5.4, H-2), 8.18 (d, 1H, J = 9.0, H-5),
7.90 (s, 1H, H-13), 7.80 (d, 1H, J= 2.2, H-8), 7.47 (dd, 1H, J= 2.2 ¢ 9.0, H-6), 6.49 (d,
1H, J=5.4, H-3), 4.60 (i, 2H, J = 6.2, H-12), 3.78-3.75 (m, 2H, H-11) e 1.40 (s, 6H, H-
16).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO): 155.7 (C-4), 151.8 (C-2), 149.7 (C-9), 148.9 (C-14),
133.4 (C-7), 127.4 (C-8), 124.3 (C-5), 123.8 (C-13), 121.0 (C-6), 117.3 (C-10), 98.7
(C-3), 66.9 (C-15), 47.6 (C-12), 42.43 (C-11) e 30.6 (C-16).

21.7.8 Sintese do 1-(2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)-ciclohexila (80a)
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O produto 80a foi obtido com 66,6% de rendimento (67 mg) na forma de um sélido

branco.

FM: C19H22C|N5

MM: 355,15 g/mol

FF: 215,3-217,9 °C.

IV (ATR, cm-"): 3277 e 3142 (N-H); 2886 e 2806 (C-H alifatico); 1619 (N=N), 1580
(C=C): 1426 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigédo: 8.33 (d, 1H, J = 7.0, H-2), 8.27 (d, 1H, J = 9.2, H-5),
7.88 (d, 1H, J= 1.8, H-8), 7.85 (s, 1H, H-13), 7.69 (dd, 1H, J= 2.0 € 9.2, H-6), 6.68 (d,
1H, J=7.2,H-3),4.79 (t, 2H, J = 5.2, H-12), 4.14 (t, 2H, J = 5.4, H-11), 1.91-1.73 (m,
6H, H-15, H-16, H-17 e H-18) e 1.42-1.27 (m, 5H, H-15, H-16, H-17 e H-18).

RMN de 13C (50 MHz, DMSO): 151.9 (C-4), 151.7 (C-2), 149.6 (C-9), 148.9 (C-14),
133.4 (C-7), 127.4 (C-8), 124.2 (C-6), 123.8 (C-5), 121.0 (C-13), 117.4 (C-10), 98.7
(C-3), 47.7 (C-12), 42.3 (C-11), 34.4 (C-15), 32.4 (C-16), 25.5 (C-18) e 25.4 (C-17).

21.7.8 Sintese do 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)propil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-ciclohexila (80b)
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O produto 80b foi obtido com 57,1% de rendimento (56,3 g) na forma de um sdlido

amarelo.

FM: C20H24C|N5

MM: 369,17 g/mol

FF: 136,1-138,9 °C.

IV (ATR, cm-"): 3283 e 3115 (N-H); 3060 (C-H aromatico); 2927 e 2853 (C-H alifatico);
1608 (N=N), 1582 (C=C); 1446 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicdo: 8.17 (d, 1H, J = 5.6, H-2), 7.86 (d, 1H, J = 9.2, H-5),
7.61(d, 1H, J=2.0, H-8), 7.56 (s, 1H, H-14), 7.21 (dd, 1H, J=2.0 € 9.0, H-6), 6.27 (d,
1H, J = 5.6, H-3), 4.40 (t, 2H, J = 6.6, H-13), 3.27-3.25 (m, 2H, H-11), 2.20 (q, 2H, J =
6.4 e 13.2, H-12), 1.80-1.60 (m, 5H, H-16 e H-17) e 1.27-1.07 (m, 6H, H-18 e H-19).

RMN de 3C (50 MHz, MeOD): 154.5 (C-4), 152.4 (C-9), 152.2 (C-2), 149.3 (C-15),
136.3 (C-7), 127.4 (C-8), 126.0 (C-5), 124.3 (C-6), 122.0 (C-14), 118.6 (C-10), 99.5
(C-3), 49.2 (C-13), 41.2 (C-11), 36.3 (C-16), 33.9 (C-17), 29.6 (C-12), 27.1 (C-18) e
27.0 (C-19).

21.7.9 Sintese do 1-(2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-ciclohexanol (81a)
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O produto 81a foi obtido com 64,6% de rendimento (68 mg) na forma de um sdlido

amarelo.

FM: C19H22CIN50O

MM: 371,15 g/mol

FF: 191-193 °C

RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢do: 8.29 (d, 1H, J = 6.8, H-2), 8.28 (d, 1H, J = 8.8, H-5),
7.89 (s, 1H, H-13), 7.87 (d, 1H, J= 1.6, H-8), 7.67 (dd, 1H, J= 1.6 e 8.8, H-6), 6.62 (d,
1H,J=7.2,H-3),4.79 (t, 2H, J=5.2, H-12), 4.15 (, 2H, J= 5.2, H-11) € 1.93-1.52 (m,
10H, H-16, H-17, H-18, H-19 e H-20).

RMN de 13C (50 MHz, MeOD): 160.8 (C-4), 158.0 (C-9), 144.0 (C-2), 141.2 (C-7),
140.0 (C-14), 129.0 (C-8), 125.8 (C-5), 123.7 (C-13), 120.4 (C-6), 116.9 (C-10), 99.4
(C-3), 73.0 (C-15), 49.4 (C-12), 44.4 (C-11), 40.8 (C-16), 38.8 (C-20), 26.4 (C-18), 24.2
(C-17) e 23.0 (C-19).

21.7.10 Sintese do 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)propil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-ciclohexanol (81b)
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O produto 81b foi obtido com 69,7% de rendimento (72 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C19H22CIN5sO

MM: 371,15 g/mol

FF: 149,7-151,7 °C

RMN de 'H (200 MHz, CDCls): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigédo: 8.29 (d, 1H, J = 6.8, H-2), 8.28 (d, 1H, J = 8.8, H-5),
7.89 (s, 1H, H-13), 7.87 (d, 1H, J= 1.6, H-8), 7.67 (dd, 1H, J= 1.6 e 8.8, H-6), 6.62 (d,
1H,J=7.2,H-3),4.79 (t, 2H, J=5.2, H-12),4.15 (t, 2H, J= 5.2, H-11) € 1.93-1.52 (m,
10H, H-16, H-17, H-18, H-19 e H-20).

RMN de 3C (50 MHz, MeOD): 160.8 (C-4), 158.0 (C-9), 144.0 (C-2), 141.2 (C-7),
140.0 (C-14), 129.0 (C-8), 125.8 (C-5), 123.7 (C-13), 120.4 (C-6), 116.9 (C-10), 99.4
(C-3), 73.0 (C-15), 49.4 (C-12), 44.4 (C-11), 40.8 (C-16), 38.8 (C-20), 26.4 (C-18), 24.2
(C-17) e 23.0 (C-19).

21.711 Sintese do 1-(2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil)-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-ciclopentanol (82a)
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O produto 82a foi obtido com 62,7% de rendimento (63,5 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C1sH20CINsO

MM: 357,13 g/mol

FF: 227,6-230,2 °C

RMN de 'H (400 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicédo: 8.31-8.27 (m, 2H, H-2 e H-5), 7.90 (s, 1H, H-13), 7.87
(d, 1H, J = 1.6, H-8), 7.65 (dd, 1H, J= 2.0 e 8.8, H-6), 6.63 (d, 1H, J = 7.2, H-3), 4.79
(t, 2H, J=5.6, H-12), 4.14 (t, 2H, J= 5.6, H-11) € 1.97-1.73 (m, 8H, H-16, H-17, H-18
e H-19).

RMN de '3C (100 MHz, MeOD): 158.0 (C-4), 144.0 (C-2), 141.2 (C-7), 140.0 (C-14),
129.0 (C-8), 125.8 (C-5), 123.7 (C-6), 120.4 (C-6), 116.9 (C-10), 99.4 (C-3), 79.4 (C-
15), 49.8 (C-12), 44.4 (C-11), 41.9 (C-16), 37.5 (C-19), 24.4 (C-17) e 23.9 (C-18).

21.712 Sintese do 1-(3-(7-cloroquinolin-4-ilamino)propil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-ciclopentanol (82b)
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O produto 82b foi obtido com 53,4% de rendimento (53,2 mg) na forma de um sdlido

amarelo.

FM: C19H22CIN50O

MM: 371,15 g/mol

FF: 180,2-183 °C

RMN de 'H (200 MHz, CDCls): & (multiplicidade, integragdo, constante de

acoplamento (J/Hz), atribuigao:

RMN de 3C (100 MHz, MeOD):

2.1.7.13 Sintese da 7-cloro-N-(2-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)etil) quinolin-4-amina (83a)
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O produto 83a foi obtido com 71,9% de rendimento (71,3 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C19H16CINs5

MM: 349,11 g/mol

FF: 268-271 °C

IV (ATR, cm-1): 3306 (N-H); 3007 (C-H aromético); 1611 (N=N), 1585 e 1543 (C=C);
1450 e 1436 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, CDCI;): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigdo: 8.58 (s, 1H, H-13), 8.55 (sl, 1H, H-2), 8.41 (d, 1H, J =
9.2, H-5),7.92 (d, 1H, J = 1.8, H-8), 7.79-7.73 (m, 3H, H-6 e H-16), 7.44-7.25 (m, 3H,
H17 e H-18), 6.93 (d, 1H, J=7.2, H-3), 4.75 (t, 2H, J = 5.2, H-12) e 4.11 (t, 2H, J =
4.8, H-11).

2.1.7.14 Sintese da 7-cloro-N-(3-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propil)

quinolin-4-amina (83b)
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O produto 83b foi obtido com 58% de rendimento (56,5 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C2H1sCINs

MM: 363,12 g/mol

FF: 222,8-225,9 °C.

IV (ATR, cm-1): 3327 (N-H); 3057 e 3023 (C-H aromatico); 2944 e 2893 (C-H alifatico);
1611 (N=N), 1579 e 1541 (C=C); 1444 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, MeOD): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicéo: 8.18 (d, 1H, J = 7.4, H-2), 8.14 (s, 1H, H-14), 8.02 (d,
1H, J = 9.2, H-5), 7.57 (d, 1H, J = 2.0, H-8), 7.46 (dd, 2H, J = 1.8 € 8.2, H-18), 7.36
(dd, 1H, J=2.0e€ 9.2, H-6), 7.27-7.16 (m, 3H, H-17 e H-19), 6.67 (d, 1H, J = 7.2, H-3),
4.50 (t, 2H, J=6.2, H-13), 3.58 (t, 2H, J=6.6, H-11) € 2.35 (q, 2H, J= 6.6 e 13.0, H-
12).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO): 151.8 (C-2), 149.9 (C-4), 148.9 (C-9), 146.2 (C-15),
133.3 (C-7), 130.7 (C-16), 128.8 (C-18), 127.7 (C-19), 127.4 (C-14), 125.0 (C-17),
124.0 (C-8), 124.0 (C-5), 121.4 (C-6), 117.4 (C-10), 98.7 (C-3), 47.5 (C-13), 39.5 (C-
11) e 28.3 (C-12).

2.1.7.15 Sintese da 7-cloro-N-(2-(4-p-toluil-1H-1,2,3-triazol-1-il)etil)

quinolin-4-amina (84a)
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O produto 84a foi obtido com 72% de rendimento (74 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C20H18C|N5

MM: 363,12 g/mol

FF: 276,8-278,2 °C

IV (ATR, cm-'): 3303 (N-H); 3142 (C-H aromatico); 2922 (C-H alifatico); 1608 (N=N),
1579 (C=C); 1498 e 1443 (C-N).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicéo: 8.58 (d, 1H, J = 6.8, H-2), 8.56 (s, 1H, H-13), 8.42 (d,
1H, J=9.2, H-5), 7.96 (d, 1H, J= 1.6, H-8), 7.79 (dd, 1H, J= 1.6 e 9.2, H-6), 7.64 (d,
2H, J = 8, H-16), 7.22 (d, 2H, J = 8, H-17), 6.94 (d, 1H, J=7.2, H-3), 4.74 (t, 2H, J =
5.6, H-12),4.09 (t, 2H, J= 5.2, H-11) e 2.30 (s, 3H, H-19).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO): 155.5 (C-4), 146.4 (C-9), 143.3 (C-2), 138.6 (C-14),
138.0 (C-7), 137.1 (C-18), 129.3 (C-17), 127.8 (C-15), 127.0 (C-13), 125.2 (C-8), 124.9
(C-16), 121.5 (C-5), 119.3 (C-6), 115.4 (C-10), 98.6 (C-3), 47.7 (C-12), 42.8 (C-11) e
20.7 (C-19).
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2.1.7.16 Sintese da 7-cloro-N-(3-(4-p-toluil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)propil) quinolin-4-amina (84b)
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O produto 84b foi obtido com 83,2% de rendimento (84,1 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C21H20CINs
MM: 377,14 g/mol
FF: 237,8-238,4 °C.

IV (ATR, cm-"): 3263 (N-H); 3024 (C-H aromatico); 2771 (C-H alifatico); 1612 (N=N),
1594 e 1568 (C=C); 1498 e 1453 (C-N).

RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigédo: 8.26 (d, 1H, J = 7.0, H-2), 8.22 (s, 1H, H-14), 8.11 (d,
1H, J=9.0, H-5), 7.66 (d, 1H, J = 1.8, H-8), 7.44 - 7.39 (m, 3H, H-6 e H-17), 7.13 (d,
2H, J =8, H-18), 6.75 (d, 1H, J = 7.2, H-3), 4.62 (t, 2H, J = 6.2, H-13), 3.69 (t, 2H, J =
6.8, H-11),2.47 (q, 2H, J=6.0 e 12.2, H-12) € 2.31 (s, 3H, H-20).

RMN de *3C (100 MHz, MeOD): 157.2 (C-4), 148.7 (C-9), 143.6 (C-2), 140.8 (C-15),
139.7 (C-7), 130.5 (C-18), 128.6 (C-14), 128.0 (C-19), 126.3 (C-17), 125.7 (C-8), 122.4
(C-5), 120.1 (C-6), 116.7 (C-16), 114.0 (C-10), 99.6 (C-3), 49.6 (C-13), 42.4 (C-11),
28.8 (C-12) e 21.3 (C-20).
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21.717 Sintese da 7-cloro-N-(2-(4-metoxifenil-1H-1,2,3-triazol-1-

il)etil) quinolin-4-amina (85a)
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O produto 85a foi obtido com 69,4% de rendimento (74,5 mg) na forma de um sélido

branco.

FM: C20H18C|N50

MM: 379,12 g/mol

FF: 234,3-237 °C

IV (ATR, cm-1): 3295 (N-H); 2999 (C-H aromatico); 2936 e 2834 (C-H alifatico); 1618
(N=N), 1580 (C=C); 1498 e 1460 (C-N) e 1220 e 1162 (C-O).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigédo: 8.47 (s, 1H, H-13), 8.42 (d, 1H, J = 5.2, H-2), 8.16 (d,
1H, J=9.0, H-5), 7.80 (d, 1H, J= 2.2, H-8), 7.72 (d, 2H, J = 8.8, H-16), 7.46 (dd, 1H,
J=2.2e9.0,H-6),6.99 (d, 2H, J= 8.8, H-17),6.61 (d, 1H, J = 5.4, H-3), 4.66 (t, 2H, J
= 6.0, H-12), 3.85 (t, 2H, J = 5.6, H-11) e 3.77 (s, 3H, H-19).
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RMN de *3C (50 MHz, DMSO): 158.8 (C-18), 151.8 (C-2), 149.5 (C-4), 148.9 (C-9),
146.1 (C-14), 133.4 (C-7), 127.4 (C-13), 126.3 (C-16), 124.2 (C-8), 123.8 (C-5), 123.2
(C-15), 120.8 (C-6), 117.3 (C-10), 114.1 (C-17), 98.7 (C-3), 55.0 (C-19), 47.7 (C-12) e
42.2 (C-11).

21.7.18 Sintese da 7-cloro-N-(3-(4-metoxifenil-1H-1,2,3-triazol-1-
il)propil) quinolin-4-amina (85b)
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O produto 85b foi obtido com 82,7% de rendimento (87 mg) na forma de um sélido

branco.

FM: C21H20C|N5O

MM: 393,13 g/mol

FF: 189,6-191,5 °C.

IV (ATR, cm-): 3319 (N-H); 3111 (C-H aromatico); 2929 (C-H alifatico); 1612 (N=N),
1581 (C=C); 1498 e 1453 (C-N) e 1224 e 1177 (C-O).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigédo: 8.14 (d, 1H, J = 7.2, H-2), 8.00 (s, 1H, H-14), 7.97 (d,
1H, J=9.0, H-5), 7.53 (d, 1H, J= 1.8, H-8), 7.35-7.29 (m, 3H, H-6 e H-17), 6.73 (dd,
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1H, J = 2.2 € 9.0, H-6), 6.99 (d, 2H, J = 8.8, H-17), 6.61 (d, 1H, J = 5.4, H-3), 4.66 (t,
2H, J = 6.0, H-12), 3.85 (t, 2H, J = 5.6, H-11) e 3.77 (s, 3H, H-19).

RMN de 13C (50 MHz, DMSO): 158.8 (C-18), 151.8 (C-2), 149.5 (C-4), 148.9 (C-9),
146.1 (C-14), 133.4 (C-7), 127.4 (C-13), 126.3 (C-16), 124.2 (C-8), 123.8 (C-5), 123.2
(C-15), 120.8 (C-6), 117.3 (C-10), 114.1 (C-17), 98.7 (C-3), 55.0 (C-19), 47.7 (C-12) e
42.2 (C-11).

21.7.19 Sintese da 7-cloro-N-(2-(4-(6-metoxinaftaleno-2-il)-1H-

1,2,3-triazol-1-il)etil) quinolin-4-amina (86a)

O produto 86a foi obtido com 71,2% de rendimento (86,5 g) na forma de um sdlido

branco.

FM: C24H20CINsO

MM: 429,13 g/mol

FF: 244,3-246,3 °C.
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IV (ATR, cm-'): 3341 (N-H); 3063 (C-H aromatico); 2936 (C-H alifatico); 1610 (N=N),
1580 (C=C); 1452 (C-N); 1220 e 1162 (C-O).

RMN de 'H (200 MHz, MeOH): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicdo: 8.41 (s, 1H, H-24), 8.29 (d, 1H, J = 1.6, H-8), 8.25 (d,
1H, J = 6.0, H-2), 8.08 (s, 1H, H-13), 7.81 (d, 1H, J = 3.2, H-21), 7.77-7.75 (m, 2H, H-
2 e H-19), 7.20 (d, 1H, J = 3.2, H-22), 7.13 (dd, 1H, J = 2.4 e 8.9, H-6), 7.70-7.64 (m,
2H, H-16 e H-17), 6.74 (d, 1H, J=7.2, H-3), 4.87 (t, 2H, J = 5.2, H-12), 4.19 (1, 2H, J
= 5.8, H-11) e 3.90 (s, 3H, OCHa).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO): 157.4 (C-20), 151.8 (C-2), 149.6 (C-4), 149.0 (C-9),
146.4 (C-14), 133.8 (C-7), 133.5 (C-18), 129.4 (C-17), 128.4 (C-15), 127.5 (C-13),
127.3 (C-22), 124.3 (C-8), 124.4 (C-6), 124.0 (C-16), 123.9 (C-5), 123.2 (C-6), 121.7
(C-24), 119.0 (C-21), 117.4 (C-10), 105.9 (C-19), 98.9 (C-3), 55.1 (OCHs), 47.9 (C-12)
e 42.3 (C-11).

21.7.20 Sintese da 7-cloro-N-(3-(4-(6-metoxinaftaleno-2-il)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)propil) quinolin-4-amina (86b)

O produto 86b foi obtido com 79,3% de rendimento (94,2 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C25H22C|N50

MM: 443,15 g/mol
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FF: 197,8-199 °C.

IV (ATR, cm-"): 3322 (N-H); 3062 (C-H aromatico); 2924 (C-H alifatico); 1611 (N=N),
1582 e 1543 (C=C); 1481 e 1451 (C-N); 1219 e 1163 (C-O).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigéo: 8.67 (s, 1H, H-25), 8.39 (d, 1H, J = 5,4, H-2), 8.29 (sl,
1H, H-5), 8.25 (sl, 1H, H-23), 7.89 - 7.79 (m, 3H,H-8, H-17 e H-18), 7.47 - 7.33 (m, 3H,
H-14, H-20 e H-22), 7.18 (dd, 1H, J= 1.4 e 8.8, H-6), 6.48 (d, 1H, J = 5,4, H-3), 4.87
(t, 2H, J = 6.4, H-13), 3.88 (s, 3H, OCH3), 3.38 (sl, H-11) € 2.31 (q, 2H, J = 5.8 € 12.4,
H-12).

RMN de 13C (50 MHz, DMSO): 157.3 (C-21), 151.8 (C-2), 149.9 (C-4), 148.9 (C-9),
146.5 (C-15), 133.8 (C-7), 133.3 (C-19), 129.4 (C-18), 128.4 (C-16), 127.4 (C-14),
127.2 (C-23), 125.9 (C-24), 124.0 (C-8/C-17), 123.3 (C-5/C-9), 121.3 (C-25), 19.0 (C-
22), 117.4 (C-10), 105.9 (C-20), 98.7 (C-3), 55.1 (OCHs), 47.5 (C-13) e 39.5 (C-11) e
28.3 (C-12).

21.7.21 Sintese da 7-cloro-N-(2-(4-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-

1-il)etil) quinolin-4-amina (87a)
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O produto 87a foi obtido com 66,7% de rendimento (69,3 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C19H15CIFNs

MM: 367,10 g/mol

FF: 278,5-281 °C.

IV (ATR, cm-): 3316 (N-H); 3138 (C-H aromatico); 2925 (C-H alifatico); 1609 (N=N),
1578 e 1559 (C=C); 1494 e 1459 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, MeOH): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribui¢do: 8.32 — 8.24 (m, 3H, H-2, H-5 e H-13), 7.85 (d, 1H, J =
1.8, H-8), 7.76 — 7.64 (m, 3H, H-6 e H-16), 7.17 — 7.08 (m, 2H, H-17), 6.77 (d, 1H, J =
7.2,H-3),4.84 (t,2H, J=5.4,H-12) e 4.18 (t, 2H, J = 5.4, H-11)

RMN de *3C (50 MHz, DMSO): 151.9 (C18), 151.8 (C-2), 149.6 (C-4), 148.9 (C-9),
145.3 (C-14), 133.4 (C-7), 127.4 (C-16), 127.1 (C-13), 126.9 (C-15), 124.3 (C-8), 123.9
(C-5), 121.7 (C-6), 115.9 (C-10), 115.5 (C-17), 98.7 (C-3), 47.9 (C-12) e 42.2 (C-11).

2.1.7.22 Sintese da 7-cloro-N-(3-(4-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-
1-il)propil) quinolin-4-amina (87b)
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O produto 87b foi obtido com 57,8% de rendimento (59 mg) na forma de um sdlido

branco.

FM: C2H17CIFNs

MM: 381,11 g/mol

FF: 229,4-230,3 °C.

IV (ATR, cm-): 3339 (N-H); 3133 (C-H aromatico); 2948 (C-H alifatico); 1610 (N=N),
1582 e 1540 (C=C); 1495 e 1455 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, MeOH): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuicéo: 8.32 (d, 1H, J = 7.2, H-2), 8.26 (s, 1H, H-14), 8.18 (d,
1H,J=9, H-5),7.73 (d, 1H, J= 1.8, H-8), 7.66 — 7.59 (m, 2H, H-17), 7.51 (dd, 1H, J =
1.6 € 9.0, H-6), 7.14 — 7.05 (m, 2H, H-18), 6.82 (d, 1H, J = 7.2, H-3), 4.64 (t, 2H, J =
6.2, H-13), 3.73 (t, 2H, J=6.6, H-11) e 2.53 (q, 2H, J=6.2 € 12.8, H-12).

RMN de *3C (50 MHz, MeOH): 157.4 (C19), 148.0 (C-4), 143.8 (C-2), 140.9 (C-9),
139.9 (C-15), 128.5 (C-14), 128.3 (C-8), 127.8 (C-7), 125.8 (C-5), 122.4 (C-17), 120.2
(C-6), 119.7 (C-16), 117.0 (C-18), 116.9 (C-10), 99.7 (C-3), 49.5 (C-13), 42.5 (C-11) e
28.9 (C-12).

2.1.7.23 Sintese da 7-cloro-N-(2-(4-(4-dimetilamino)fenil)-1H-1,2,3-

triazol-1-il)etil) quinolin-4-amina (88a)
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O produto 88a foi obtido com 72,6% de rendimento (80,6 mg) na forma de um sélido

amarelo.

FM: C21H21C|N6

MM: 392,15 g/mol

FF: 220-222,7 °C.

IV (ATR, cm-"): 3277 (N-H); 3142 (C-H aromatico); 2886 e 2806 (C-H alifatico); 1619

(N=N), 1580 (C=C); 1458 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigéo: 8.50 (s, 1H, H-13), 8.36 (d, 1H, J = 7.2, H-2), 8.28 (d,
1H, J = 9.2, H-5), 7.93 (d, 1H, J = 1.8, H-8), 7.87 (d, 2H, J = 8.6, H-16), 7.67 (dd, 1H,
J=2.0e9.2, H-6),7.60 (d, 2H, J = 8.6, H-17), 6.83 (d, 1H, J=7.2, H-3), 4.88 (t, 2H, J

= 5.2, H-12), 4.20 (t, 2H, J = 5.4, H-11) e 3.27 (s, 6H, H-19).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO): 151.9 (C-2), 149.9 (C-18), 149.6 (C-4), 149.0 (C-9),
146.8 (C-14), 133.4 (C-7), 127.5 (C-8), 125.9 (C-6), 124.3 (C-5), 123.9 (C-13), 119.9
(C-16), 118.6 (C-15), 117.4 (C-10), 112.2 (C-17), 98.8 (C-3), 47.7 (C-12), 42.3 (C-11)

e 39.9 (C-19).
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2.1.7.25 Sintese da 7-cloro-N-3-(4-(4-dimetilamino)fenil)-1H-1,2,3-

triazol-1-il)propil) quinolin-4-amina (88b)

20
N~cH,

HsC

O produto 88b foi obtido com 75,6% de rendimento (83,3 mg) na forma de um sélido

amarelo.

FM: C22H23CINg

MM: 406,16 g/mol

FF: 185,1-187,9°C.

IV (ATR, cm-"): 3245 (N-H); 3122 e 3040 (C-H aromatico); 2918 e 2851 (C-H alifatico);
1615 (N=N), 1597 e 1573 (C=C); 1453 (C-N).

RMN de 'H (200 MHz, MeOH): & (multiplicidade, integragdo, constante de
acoplamento (J/Hz), atribuigédo: 8.37 (s, 1H, H-14), 8.27 (d, 1H, J=7.2, H-2), 8.11 (d,
1H, J=9.2, H-5), 7.75 (d, 2H, J = 8.6, H-17), 7.66 (d, 1H, J = 2.0, H-8), 7.55 (d, 2H, J
= 8.6, H-18), 7.40 (dd, 1H, J=1.8 € 9.0, H-6), 6.77 (d, 1H, J= 7.2, H-3), 4.62 (t, 2H, J
= 6.2, H-13), 3.69 (t, 2H, J = 6.2, H-11), 3.69 (s, 6H, H-20) e 2.46 (q, 2H, J=5.8 ¢
12.2, H-12).

RMN de '3C (50 MHz, MeOH): 157.2 (C19), 147.1 (C-4), 144.4 (C-9), 143.7 (C-2),
140.6 (C-15), 139.7 (C-7), 128.5 (C-8), 128.1 (C-17), 125.9 (C-8), 123.3 (C-5), 123,2
(C-16), 121.3(C-6), 120.1 (C-18), 116.7 (C-10), 99.7 (C-3), 49.6 (C-13), 46.4 (C-20),
42.4 (C-11) e 28.8 (C-12).
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese e caracterizagao das azidas organicas.

As azidas organicas 72 e 75 foram obtidas a partir de modifica¢des estruturais da 4,7-
dicloroquinolina (37), em trés etapas (Esquema 21). A primeira etapa da rota sintética
consistiu na reacado de substituicdo nucleofilica aromatica do atomo de CI presente
na posigao C-4 do anel quinolinico de 37 por um aminoalcool de cadeia alifatica linear
com dois atomos de carbonos (2-aminoetanol), levando ao composto 70, e com trés
atomos de carbono (3-amino-2-propanol) levando ao composto 73. Esses compostos
foram obtidos facilmente em bons rendimentos, 86% e 83,3%, respectivamente. Na
segunda etapa, a hidroxila livre presente em ambos os compostos foi
quimiosseletivamente o-mesilada, usando cloreto de mesila e trietilamina como base,
para entdo obter o mesilato de 4 aminoquinolinas 71 e 74. A substituicdo destes
intermediarios mesilados foi entédo realizada utilizando azida de sédio como nucledfilo
e DMF como solvente, a 120 °C, para a obtengdo das azidas organicas 72 e 75

(Esquema 21).

Esquema 21 - Rota sintética para a obtengéo das azidas quinolinicas 72 e 75.
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A segunda etapa da rota consiste na mesilagéo, pelo fato de alcoois usualmente nao
sofrerem ataque de um nucledfilo, em reagéo do tipo SN2. Para contornar este
problema, diversas metodologias podem ser empregadas, mas a mais utilizada
consiste em reagir o alcool com cloreto de mesila ou cloreto de tosila. Mesilatos e
tosilatos sao excelentes grupos abandonadores por que sao bases fracas o que se
deve a sua estabilizagdo por ressonéncia (March e Smith, 1984). Os compostos
mesilados 71 e 74 foram obtidos com bons rendimentos de 72 e 69%,

respectivamente.

A terceira etapa para a obteng¢ao das azidas consistiu na substituicdo do grupo mesila,
pelo grupo azida, através de uma substituicao nucleofilica bimolecular classica. Essas
azidas constituem um dos blocos construtores necessarios para combinagdo com

varios alcinos terminais, levando aos hibridos 17,2, 3-triazdélicos-1,4-dissubstituidos.

Todos os compostos intermediarios obtidos, incluindo as azidas (72 e 75) foram
caracterizados por espectroscopia no IV, RMN de 'H, C e DEPT 135 e
espectrometria de massas. Devido a simplicidade estrutural e por ja serem descritos
na literatura, para fins de exemplificagdo, serdo discutidos apenas os dados
espectroscopicos obtidos para o composto 75. Os demais intermediarios foram
caracterizados de maneira semelhante, sendo que seus respectivos espectros, tais

como Infravermelho, RMN de 'H, '3C, e DEPT e espectros de massas se encontram



no Anexo 2.
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No espectro no IV da azida 75 (Figura 67) observou-se como principal banda, aquela

referente ao estiramento da ligagdo —N=N*=N—em 2092 cm-'. Observou-se também

uma banda larga em 3217 cm™* referente ao estiramento da ligagdo N-H, bandas em

3066 cm™! devidas ao estiramento de ligagcdes C-H de anéis aromaticos; em 1611 cm-

' e 1574 cm™ referentes ao estiramento da ligagdo C=C de sistema aromatico. A

presenca da banda em 2940 cm’, referente ao estiramento de ligagbes C-H alifaticas.

Figura 67 - Espectro no infravermelho do N-(3-Azidopropil)-7-cloroquinolin-4-amina

(75) (ATR).
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No espectro de RMN de 'H para esse composto (Figura 68), verificaram-se cinco

sinais esperados para os hidrogénios do nucleo quinolinico: dois dupletos, umem & =

8,54 e outro em & = 6,44 referentes aos hidrogénios H-2 e H-3, respectivamente, que

acoplam entre si (J2,3= J32= 5,2 Hz); um duplo dupleto em & = 7,37 (Je5=9,0 Hz e

Jss = 2,0 Hz), referente ao H-6 que acopla em orfo com H-5 e em meta com H-8; dois

dupletos, um em & = 7,96, referente ao H-8 (Jss = 2,0 Hz) e outro em & = 7,67,
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correspondente ao H-5. E para os hidrogénios da cadeia alifatica, observou-se o
aparecimento de dois tripletos em & = 3,54 e 3,44, referentes aos hidrogénios H-13 e
H-11, respectivamente, e um sinal de um quinteto, referente aos hidrogénios H-12,

devido seu acoplamento com H-11 e H-13.

Figura 68 - Espectro de RMN de 'H da N-(3-Azidopropil)-7-cloroquinolin-4-amina 75 (200

MHz, CDCIs).
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Os espectros de RMN de "3C e DEPT 135 (Figura 69) confirmaram a obtengdo de 75,
pois mostrou nove sinais esperados na regiao tipica de carbonos em moléculas
aromaticas (entre 99 e 150 ppm) e trés sinais referentes aos carbonos alifaticos (CH>),
conforme deduzido a partir do espectro DEPT 135 (SILVERSTEIN & WEBSTER,
2000). Outra importante evidéncia que ocorreu a substituicdo do grupo mesila pelo
grupo azida, foi o desaparecimento do carbono metilico, existente no composto

mesilado em 37,1 ppm (74) (Figura 70).
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Figura 69 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 75 (50 MHz,
MeOH).
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Figura 70 - Espectro de RMN de *C e subespectro DEPT 135 do composto 74 (50 MHz,
MeOH).
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A estrutura do composto 75 foi confirmada pelo espectro de massas, pois observou-
se o pico [M+H]" em m/z 262,0621 u. (Figura 71).
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Figura 71 - Espectro de massas do composto 75.

Inten(x10,000)
225 ] 262.0621

2_005
1.755 s 12
1.50% s
1.25%
1.005
0.75
0.50-|

0.25

128.0531 47. 7.9404
T Wil i adliiad

0.00-4 . - — —
250 500 750 1000 1250 miz

3.2Sintese e caracterizagdo dos derivados 1,2,3-triazélicos quinolinicos

obtidos via reagao "click".

A ultima etapa de obtencgéao dos triazdis consistiu na reagao entre as azidas orgénicas

e os alcinos terminais comerciais, via a reacgao "click", conforme o Esquema 22.

Esquema 22 - Rota sintética para a obtengédo dos produtos 17,2,3-triazélicos quinolinicos

(76a-88b) via reagao "click™.
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Como se pode observar, os alcinos escolhidos variaram entre alcinos alifaticos,
alcinos aliciclicos e alcinos aromaticos. As condicbes de reacdo utilizadas
inicialmente foram as mesmas apresentadas no capitulo anterior, como: tempo de
reacao de 24 horas, ascorbato de sddio e sulfato de cobre como catalisadores e uma
proporgao equimolar de agua e diclorometano, como solventes (PEREIRA, GR et al.,
2014). Essa metodologia foi utilizada inicialmente apenas para série de derivados
com n = 1; no decorrer das reagoes, foi observado que os rendimentos obtidos n&o
foram satisfatorios, pois foram muito baixos e em alguns casos os produtos nao foram
obtidos, mesmo num tempo de reagdo superior ao da metodologia (48 horas).
Acredita-se que isso tenha ocorrido devido a baixa solubilidade das azidas quinolinas
em diclorometano. Sendo assim foram estabelecidas condi¢cbes 6timas de reacéo,

onde foram testados solvente, temperatura e tempo de reagao (Tabela 5).

Para estabelecer as condi¢des de reagao, as azidas organicas foram reagidas com
trés alcinos diferentes (78, 82 e 83). A metodologia utilizada foi a descrita em 2011
por Manohar e colaboradores, que utilizaram t-butanol como solvente e o tempo de
reacdo foi de trés horas, a 40 °C (MANOHAR; KHAN; RAWAT, 2011). Essa
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metodologia também nao foi muito satisfatoria, pois os nossos rendimentos nao foram
consideravelmente bons, além disso houve a necessidade de aquecimento. Sendo
assim outra metodologia foi testada, utilizando-se metanol como solvente e o tempo
de reacéo variou de 1 a 3 horas. Essa ultima metodologia foi testada aleatoriamente
e foi a que forneceu melhores resultados, com rendimentos que variaram entre 55 e

87% e menor tempo de reagao a temperatura ambiente.

Tabela 5 - Condigées experimentais testadas para a reagéo "click".

Temperatura Tempo | Rendimento
Compostos Solvente
(°C) (hora) (%)
77a-79a, 82a-88a Diclorometano ambiente 24 Abaixo de 30
78a, 82a e 83a t-butanol 40 3 Entre 27 a 40
78a, 82a e 83a Metanol ambiente 1-3 Entre 55 a 87

Apos a otimizagao das condigdes da reagao "click" para a obtengéo desses produtos,
€ importante ressaltar a elaboragcdo dessa reagdo. Tendo em vista que é utilizado
cobre durante a sintese, é de extrema importancia eliminar qualquer residuo desse
metal nos produtos. Sendo assim, para elaborar a reacao, foi empregada uma solugao
de EDTA (50% m/V) tamponada com NH4OH a pH 9,5. O objetivo do tampéo é
assegurar a desprotonagao dos grupos acetoxila presentes no EDTA, o que aumenta
sua capacidade complexante devido ao efeito quelato, além de deslocar qualquer
Cu(ll), eventualmente complexado com o produto, pela formagao de complexos com
a amonia. Apos executar essa extragao observou-se que a fase aquosa ficou azulada,

o que evidenciou que realmente havia Cu(ll) complexado com o produto.

Porém, ao realizar os experimentos de RMN de 'H e de '3C dos produtos obtidos nesta
sintese, observou-se um alargamento de todos os sinais, tanto no espectro de 'H
quanto no espectro de 3C. Suspeitou-se que esta distor¢cdo tenha sido causada por

algum cobre residual que tenha ficado complexado com os produtos.
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Sendo assim, todos os produtos obtidos provenientes da reacdo "click" foram
submetidos a uma coluna cromatografica de silica contendo uma pequena quantidade
de florisil (silicato de magnésio, um adsorvente para cromatografia utilizado para
retencdo de metais) para garantir a completa auséncia de cobre nos compostos
obtidos. Apds essa purificagdo, os compostos foram submetidos as analises por RMN.
Ao adquirir os espectros de RMN de 'H e de '*C do material submetido a coluna de
purificagdo citada, confirmou-se a hipotese do alargamento dos sinais ser causado
pelo Cu(ll), espécie paramagnética, uma vez que o0s sinais se tornaram bem

resolvidos.

Com o método de sintese e purificagdo bem estabelecidos realizou-se a sintese dos
outros triazéis. Os rendimentos de todos os triazbis obtidos estdo mostrados a seguir
(Figuras 72 e 73).

Figura 72 - Estruturas quimicas e rendimentos dos hibridos 1,2,3-triazélicos-1,4-

dissubstituidos (76a-88a).
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Figura 73 - Estruturas quimicas e rendimentos dos hibridos 1,2,3-triazélicos-1,4-

dissubstituidos (77b-88b).
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A caracterizacdo de todos os produtos foi feita de maneira semelhante, a titulo de
exemplificagdo sera descrita a seguir apenas a caracterizagdo espectroscopica dos
produtos 78a e 88b.

O composto 78a, apresentou-se como um sélido branco e foi obtido com um
rendimento de 64,9%. A faixa de fusdo determinada para esse composto foi de 65,2
a 68 °C.

N
1 / /14 15
HN/\/N 17
5 12 13 16
10 A4 OH
6 X3

78a

No espectro na regidao do infravermelho de 78a (Figura 74) foram observadas as
principais bandas esperadas para a estrutura esperada: banda intensa e larga em
3285 cm™' referente ao estiramento da ligagdo O-H, em 2944 cm™ e 2881 cm™
referentes ao estiramento das ligagdes C-H alifaticas, em 1610 cm™ referente ao
estiramento da ligagdo N=N do anel triazdlico, e em 1581 e 1548 cm-' referentes ao
estiramento das ligagdes C=C aromatico (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).
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Figura 74 - Espectro no infravermelho de 78a (ATR).
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No espectro de RMN de 'H (Figura 75) observam-se seis sinais, sendo cinco deles
referentes aos hidrogénios aromaticos e um referente ao unico hidrogénio do anel
triazdlico que apareceu em 7,69 ppm como um simpleto. Os hidrogénios H-2 e H-3
aparecem como dupletos em & 8,33 e & 6,47 ppm, respectivamente, com 3J = 5,4 Hz.
O espectro apresentou também um dupleto em & 7,99, referente ao H-5, com
constante de acoplamento igual a 8,8 Hz, devido ao acoplamento com o hidrogénio
na posigao orto H-6, um sinal largo em & 7,77, referente ao H-8 devido o acoplamento
meta com H-6 e um dupleto duplo em & 7,41, referente ao H-6 que esta acoplado em
orto com H-5 e em meta com H-8. Por fim, o espectro apresentou mais cinco sinais
referentes aos hidrogénios metilénicos, sendo quatro tripletos e um quinteto, como o
esperado. Os hidrogénios H-11 e H-12 aparecem em 4,87 e 3,91 ppm,
respectivamente, com constante de acoplamento igual a 5,2 Hz, devido ao
acoplamento entre si. O quinteto, que é o sinal mais desblindado da molécula,
referente ao H-16 aparece em 1,76 ppm devido o acoplamento com H-15 e H-17, com
3J=6,4¢e 13,6 Hz.
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Figura 75 - Espectro de RMN de 'H de 78a (400 MHz, MeOD).
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No espectro de RMN de '3C sobreposto com o subespectro DEPT 135 (Figura 76),
observam-se dezesseis sinais como o esperado, sendo onze referentes a carbonos
aromaticos e cinco a carbonos alifaticos. Por comparagao com o espectro de RMN de
3C do material de partida (Figura 127, pag.252) nota-se o aparecimento dos sinais:
em & 21,5 relativo a C-16, & 32,2 referente a C-15, & 59,9 referente a C-17,  122,2
relativo ao unico carbono hidrogenado do anel triazol, C-13, e o sinal em & 146,6,
relativo a C-14. Os outros sinais sdo comuns ao espectro de RMN de '*C da azida
organica precursora: sdo visualizados nove sinais na regido caracteristica de
aromaticos (99-152 ppm), sendo cinco sinais de carbonos hidrogenados, podendo

entao ser visualizados no DEPT.



Figura 76 - Espectro de RMN de *C e subespectro DEPT 135 de 78a (50 MHz, DMSO).
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A estrutura do composto 78a foi confirmada pela espectrometria de massas, pois

observou-se o pico referente a [M+H]" em m/z 332, 0622 u (Figura 77).
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Figura 77 - Espectro de Massas de 78a.
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O composto 88b foi obtido como um sdlido amarelo em 75,6% de rendimento. A faixa

de fusdo encontrada foi entre 213,4-215 °C.

88b

No espectro no infravermelho (Figura 78), as principais bandas esperadas para a
estrutura proposta foram observadas em: 3245 cm™ referente ao estiramento da
ligagdo N-H, em 3122 cm-1 e 3040 cm™' referentes ao estiramento das ligagées C-H
de aromatico, em 2918 cm™' e 2851 cm™' referentes ao estiramento das ligagdes C-H
de alifatico, em 1615 cm™' referente ao estiramento da ligagdo N=N do anel triazdlico,
em 1597 e 1573 cm™ referente a C=C de aromatico e em 1615 cm™ referente ao

estiramento das ligacdes C-N.
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Figura 78 - Espectro no infravermelho de 88b (ATR).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 79) apresentou doze sinais, sendo oito deles
referentes aos hidrogénios aromaticos e quatro sinais referentes aos hidrogénios
alifaticos, condizentes com o esperado. Por comparagdo com o espectro de RMN de
'H do material de partida (Figura 69, pag. 193) a azida organica, observa-se, além
dos sinais obtidos para os hidrogénios no nucleo quinolinicos, o aparecimento de
sinais referentes aos hidrogénios do anel aromatico e ao unico hidrogénio do anel
triazdlico, parte que foi adicionada a molécula, sendo eles: um simpleto em & 8,37,
referente ao H-14, dois dupletos, um em & 7,75 referentes aos hidrogénios H-17 e H-
177 e um em & 7,55 referente aos hidrogénios H-18 e H-18 com constante de
acoplamento igual 8,6 Hz devido o acoplamento entre eles e por fim um simpleto em

0 3,69 referente aos hidrogénios das duas metilas (H-20).
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Figura 79 - Espectro de RMN de 'H de 88b (200 MHz, MeOD).
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O espectro de RMN de '3C (Figura 80), apresentou 19 sinais como o esperado, sendo
quinze sinais referentes a carbonos aromaticos e quatro sinais referentes a carbonos
alifaticos. De acordo com o DEPT 135 observou-se 3 sinais de CH: referentes aos
carbonos H-11, H-12 e H-13 e 1 CH3 referente ao carbono das metilas (C-20). Em
adicado, também podem ser visualizados 8 sinais de carbonos hidrogenados na regiao
de aromaticos entre 157,24 — 99,72 ppm. A andlise dos espectros de RMN de "3C do

composto 88b é compativel com a identidade quimica da substéncia.



Figura 80 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 de 88b (50 MHz, MeOD).
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A estrutura do composto 88b foi confirmada pelo espectro de massas, pois observou-
se o pico [M-H]  em m/z 405,1497 u. (Figura 81).

Inten.(x10,000)

Figura 81 - Espectro de Massas de 88b.
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antimalarica dos derivados 1,2,3-triazolicos-1,4-

dissubstituidos obtidos a partir da 4,7-dicloroquinolina produtos obtidos

Todos os compostos obtidos, incluindo os intermediarios 70 a 75 e os produtos finais

76a-88a e 77b-88b, tiveram sua atividade antimalarica avaliada in vitro contra cepas

de P. falciparum resistentes a cloroquina (W2) e sua citotoxicidade avaliada em

células de hepatoma humano (HepG2).

Para todas as amostras testadas foram determinados os percentuais de reducéo do

crescimento do parasito em duas concentragdes, 25 e 50 ug/mL. Pelos resultados



226

obtidos no teste de atividade antimalarica, mostrados na Tabela 6, constatou-se que
todos os derivados quinolinicos, incluindo os intermediarios e os produtos finais
triazdlicos, causaram redugdes significativas na parasitemia em ambas as
concentragdes, sendo que a maioria apresentou percentagens de redugéo entre 70 e
98%, com excecao do composto 78a, cujas redugdes de parasitemia foram de 17 e
54%, nas concentragcbes de 25 e 50 ug/mL, respectivamente (Tabela 6). E
interessante notar que a maioria dos compostos com a cadeia lateral com 3 atomos
de carbono apresentaram percentagem de redu¢do maior do que os compostos de
cadeia lateral com 2 atomos de carbono, corroborando com os estudos realizado por
Egan e colaboradores, onde mostraram que o aumento da cadeia lateral
aminoalquilica na posicao 4 do anel afetou a atividade antimalarica (EGAN et al.,
2000).

Tabela 6 - Média do percentual de redugéo (% Red) do crescimento de Plasmodium falciparum

cloroquina-resistente (W2) na presenca de diferentes amostras nas concentra¢des de 25 e 50

(Mg/mL).
Compostos %Red? (25 pg mL™") %Red® (50 ug mL"")
70 96.0 (112.6 pM) 98.0 (225.1 uM)
72 97.0 (101.2 uM) 99.0 (202.4 M)
73 79.0 (105.9 uM) 80.0 (211.2 uM)
74 98.0 (79.6 uM) 99.0 (159.2 uM)
75 90.0 (95.7 uM) 95.0 (191.5 uM)
76a 68.0 (82.5 uM) 77.0 (164.9 uM)
77a 70.0 (78.8 uM) 76.0 (157.6 uM)
77b 77.0 (75.5 uM) 81.0 (151.0 uM)
78a 17.0 (75.5 uM) 54.0 (151.0 M)

78b 74.0 (72.4 uM) 75.0 (144.8 uM)



79a

79b

80a

80b

81a

81b

82a

82b

83a

83b

84a

84b

85a

85b

86a

86b

87a

87b

88a

88b

76.0 (75.5 M)

79.0 (72.4 uM)

83.0 (70.4 uM)

78.0 (67.7 uM)

78.0 (67.3 uM)

80.0 (64.9 uM)

73.0 (70.0 uM)

76.0 (67.3 uM)

76.0 (71,4 uM)

69.0 (68.8 M)

73.0 (68.8 uM)

75.0 (66.3 M)

57.0 (65.9 M)

67.0 (63.6 M)

84.0 (58.2 M)

79.0 (56.4 uM)

93.0 (68.1 pM)

72.0 (65.6 uM)

55.0 (63.7 uM)

66.0 (61.5 uM)

79.0 (151.0 yM)

81.0 (144.8 uM)

90.0 (140.8 uM)

79.0 (135.4 M)

78.0 (134.7 uM)

79.0 (129.8 uM)

79.0 (140.0 pM)

77.0 (134.7 yM)

82.0 (142,8 uM)

70.0 (137.7 pM)

80.0 (137.7 pM)

74.0 (132.5 uM)

71.0 (131.8 yM)

75.0 (127.1 uM)

85.0 (116.5 uM)

78.0 (112.8 uM)

97.0 (136.2 M)

87.0 (131.2 pM)

57.0 (127.5 uM)

64.0 (123.1 uM)
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Cloroquina 100 (78.1 uM) 100 (156.3 uM)

aPorcentagem de redugéo (% Red) do crescimento do P. falciparum (W2) determinado pelo método
pLDH, na concentrag&o de 25 yg mL™".
®Porcentagem de redugdo (% Red) do crescimento do P. falciparum (W2) determinado pelo método
pLDH, na concentragéo de 50 ug mL™.

Todas as 30 substancias testadas promoveram redugdo de parasitemia superior a
50%, sendo assim foram determinadas as concentragdes que inibem em 50% o
crescimento dos parasitos (Clso) €, em 50%, o crescimento das células HepG2 (CCso).
A Tabela 7 mostra os valores de Clso, de CCso e do indice de Seletividade (IS) para
todos estes compostos. E importante notar que todos apresentaram baixa
citotoxicidade, com valores de CCso >100 uM, apenas 4 substancias tiveram valores
abaixo de 100 pM. Notavelmente a maioria dos compostos atingiram valores de
CCs0>1000 uM. 14 deles apresentaram atividade antimalarica moderada a baixa com
Clso <50 yM, na faixa de 11,8 e 47,6 uM. E 14 deles apresentaram boa atividade com
valores de Clso entre 1,72 e 8,66 uM.

E importante ressaltar que, de um modo geral, os compostos com a cadeia lateral de
3 atomos de carbonos (77b-88b) apresentaram maior atividade antimalarica quando
comparados com os compostos com a cadeia lateral de 2 atomos de carbonos (76a-
88a), como por exemplo, o composto 78b com Clso = 33.14+1.53 uM que foi 4 vezes
mais ativo que o composto 78a com Clso = 140.6+3.02 pM. Considerando que os
derivados quinolinicos sdo supostamente inibidores da polimerizagdo do heme (BRAY
etal., 1999) é razoavel supor que o efeito observado € uma consequéncia da variagao
da cadeia lateral destes derivados triazéis. Esse efeito foi reportado anteriormente
para uma variagao sistematica da ramificacdo e basicidade da cadeia lateral da
cloroquina em uma série de derivados 4-amino-7-cloroquinolinas (NATARAJAN et al.,
2008; YEARICK et al., 2008).

Tabela 7 - Atividade antimalarica (Clso), citotoxicidade (CCso) e indice de seletividade (IS) das

substancias obtidas e testadas in vitro contra P. falciparum resistente a cloroquina (clone W2).

Compostos Clso? (UM) CCso® (M) IS
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70

72

73

74

75

76a

77a

77b

78a

78b

79a

79b

80a

80b

81a

81b

82a

82b

83a

83b

6.57+0.89

2.34+0.06

3.56+0.38

4.17+0.18

3.40+0.31

21.84+1.1

15.86+1.45

37.93+1.99

140.6+£3.02

33.14+1.53

39,13+0.13

16.31+£0.15

7.94+ 0.3

6.58+1.55

38.55+2.37

6.85+0.46

47.6+£1.27

7.50+0.39

12.90+1.6

4.13+0.69

>1000

233.1+0.17

>1000

102.6+£2.85

918.6+1.36

>1000

>1000

810.8+6.87

>1000

806.2+14.64

>1000

425.9+7.12

>1000

78.66+6.22

>1000

736.6+2.02

>1000

>1000

>1000

745.2+9.19

>282.69

99.61

>360.9

24.61

270.2

>151.06

>91.94

21.37

>21.48

24.32

>26.02

26.11

>354.61

11.95

>27.61

107.5

>58.8

>134.31

>221.6

180.4



84a

84b

85a

85b

86a

86b

87a

87b

88a

88b

Cloroquina

17.70£1.4

17.12+0.06

64.90+2.83

32.38+2.62

1.72+0.39

15.16+0.36

8.66+0.92

4.98+0.7

6.98+0.26

11.8+1.71

0.64+0.024

>1000

>1000

20.81+1.80

84.6+2.31

75.52+9.31

70.0+3.82

>1000

>1000

>1000

>1000

956.7+7.44

>155.6

>154.8

0.32

2.61

43.89

4.61

>314.46

>813.01

>365.3

>208.65

1518.56
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IS: indice de seletividade = CCso/ICso.
aClso: concentragao que inibe em 50% o crescimento dos parasitos.
bCCso: concentragdo que inibe em 50% o crescimento das células.

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a importancia da basicidade do

nitrogénio em C4 da quinolina e a necessidade de um espagador (aumento da cadeia

lateral) entre este e o grupo triazol, visto que a atividade antimalarica aumentou

consideravelmente para todos os compostos, com excegdo do composto 78, quando

comparamos com o0s resultados obtidos por Pereira e colaboradores em 2014

(PEREIRA, G R et al., 2014) (Tabela 8).



Tabela 8- Comparacgio entre as atividades antimalarica (Clso) para os compostos sem

um espacgador (A) e com espagador (B1 e B2) entre os anéis quinolinicos e triazélicos.

R
=N

N N

1

J 3 4\ R
N HN n

~ X
_ _ n=1oun=2
Cl N Cl N

A B1 B2
Clso (M) n=1 n=2
R (PEREIRA, G R Clso (HM) Clso (MM)
et al., 2014)

" 0oH 9.6 140.6 (78a)  33.1(78b)
g{OH 90.3 39.1 (79a) 16.3 (79b)
Q >80.0 7.9 (80a) 6.5 (80b)
s
/© >80.0 12.9 (83a) 4.1(83b)
X

Me
/@ >156.0 17.7 (84a) 17.1 (84b)
X
OMe
>129.0 1.7 (86a) 15.1 (86b)
X
F
i‘%/@ >154.0 8.6 (87a) 4.9 (87b)
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Q \ 40.3 6.9 (88a) 11.8 (88b)
X
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CONSIDERAGOES FINAIS

Diante das evidéncias experimentais obtidas neste trabalho, concluimos que as partes
aéreas de Wedelia paludosa e os frutos de Xylopia frutescens foram, de fato, boas
fontes dos acidos caurendico e xilopico, respectivamente, e as metodologias
empregadas no isolamento e purificagdo destes foram efetivas tendo sido os mesmos
obtidos em bom grau de pureza. Um total de 47 substéncias foram sintetizadas,
purificadas e devidamente caracterizadas, sendo 16 na sintese dos derivados dos
acidos caurenoico e xilépico e 31 na sintese de derivados quinolinicos. Do total de
substéancias sintetizadas, 36 sdo inéditas, a saber, os 2 éteres propargilicos (51 e 54),
9 hibridos triazdlicos (60-68) derivados dos acidos caurendico e xilopico, e 25 hibridos
triazdlicos (76-88), derivados da 4-aminoquinolina. As metodologias de sintese
empregadas forneceram de um modo geral, bons rendimentos. Deve-se destacar a
necessidade de rigorosa purificacdo dos hibridos triazolicos para a remocgéo total de
residuo de cobre, tendo em vista sua toxicidade e, portanto, possivel interferéncia nos
ensaios biolégicos, além de provocar o alargamento dos sinais nos experimentos de
ressonancia magnética nuclear por ser uma espécie paramagnética. A maioria das
substancias tiveram suas atividades antimalarica e citotoxica in vitro avaliadas em
culturas e P. falciparum resistente a cloroquina (W2) e de células HepG2 (hepatoma
humano), respectivamente. Dentre as substancias da série dos diterpenos cauranicos,
todos os derivados do acido caurendico (49-51, 60-64) e do acido xilépico (52-54, 65-
68) mostraram baixa atividade antimalarica quando comparados aos diterpenos
naturais 35 e 36, com excecao dos éteres propargilicos 51 e 54, que apresentaram
Clso 19.7 £3.8 € 83.4 + 3.8 uM, respectivamente, bem como as moléculas hibridas 61
e 66 com Clsg 53.01£5.1 e 56.31£8.1 uM, respectivamente. Estes resultados permitem
considerar 51 e 54 como hits para a sintese de analogos potencialmente
antimalaricos. Os resultados dos estudos de docking molecular para a interagao entre
PfATP6 e derivados cauranicos mostraram que a presencga de substituintes doadores
nos triazois, para formagao de pontes de hidrogénio, favoreceram esta interagao, e,

portanto, contribuiram para maior atividade antimalarica.

Todas as substancias da série das quinolinas, (70-88) mostraram atividades contra o

P. falciparum, sendo que 14 delas apresentaram atividade antimalarica moderada com
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Clso <50 pyM, na faixa de 11,8 e 47,6 uM e 14 substancias apresentaram-se muito
ativas com valores de Clsp entre 1,72 e 8,66 yM. Além disso, todas as substancias
apresentaram baixa citotoxicidade frente a células HepG2, com valores de CCso >100
MM, sendo que a maioria dos compostos atingiram valores de CCso >1000 pM. Deve-
se destacar que derivados quinolinicos simples, como 72-75, podem ser considerados

como novos protoétipos.
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ANEXOS

ESPECTROS NA REGIAO NO INFRAVERMELHO, RMN E MASSAS PARA OS
DERIVADOS CAURANICOS.



Figura 82 - Espectro no infravermelho do composto 56 (ATR).
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Figura 83 - Espectro de RMN de 'H do composto 56 (200 MHz, CDCls).
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Figura 84 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 56 (50 MHz,
CDCls).
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Figura 85 - Espectro no infravermelho do composto 57 (ATR).
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Figura 86 - Espectro de RMN de 'H do composto 57 (200 MHz, CDCls).
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Figura 87 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 57 (50 MHz,CDCls).
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Figura 88 - Espectro no infravermelho do composto 58 (ATR).
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Figura 90 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 58 (50 MHz,

CDCls).
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Figura 91 - Espectro no infravermelho do composto 59 (ATR).
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Figura 92 - Espectro de RMN de 'H do composto 59 (200 MHz, CDCls).
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Figura 93 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 59 (50 MHz,

CDCls).
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Figura 94 - Espectro no infravermelho do composto 61 (ATR).
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Figura 96 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 61 (50 MHz, CDCls)
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Figura 97 - Espectro de massas de 61.
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Figura 98 - Espectro no infravermelho do composto 62 (ATR).
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Figura 99 - Espectro de RMN de 'H do composto 62 (200 MHz, CDCls).
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Figura 100 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 62 (50 MHz,

CDCl).
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Figura 101 - Espectro de massas de 62.
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Figura 103 - Espectro de RMN de 'H do composto 63 (200 MHz, CDCl5).
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Figura 104 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 63 (50

MHz, CDCls).
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Figura 106 - Espectro no infravermelho do composto 64 (ATR).
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Figura 107 - Espectro de RMN de 'H do composto 64 (200 MHz, CDCl5).

N NN ~ >~ > B w W W W N N - O
[o2) o ~N (N O @ o |W W [<2] o o (©
[$)) w @ N D (2] o & = N w a1 (o
w ~ w W | N o O [&)] () w (N
e RN
|
W6’
|
HES' H2” HEB3»
Loy I Hi1%a e Hi7h
JM !
o
‘—r‘gH‘O_’ ‘—Hg —3 H—‘%—‘%Hg =2 N = S

850 800 750 7.00 650 6.00 550 500 450 4.00 350 300 250 200 150 100 050 0.00 -0.50
ppm (t1)



262

Figura 108 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 64 (50 MHz,
CDCls).
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Figura 109 - Espectro de massas de 64.

Inten.(x10,000)
8.0
] 160.0710
7.54

7.04
6.5]
6.0
5.5

5.0

45]
407
3.5]
3.04
2.5

2.0

] 117.0444
0.5 204.0710
] 89.(1354 ‘ 76'T674

e L L by b 2600025 386.2537 _areszes
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z




Figura 110 - Espectro no infravermelho do composto 66 (ATR).
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Figura 111 - Espectro de RMN de 'H do composto 66 (200 MHz, CDCl5).
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Figura 112 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 66 (50 MHz,

CDCls).
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Figura 113 - Espectro no infravermelho do composto 67 (ATR).
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Figura 114 - Espectro de RMN de 'H do composto 67 (200 MHz, CDCl:)
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Figura 115 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 67 (50 MHz,

CDCls).
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Figura 116 - Espectro de massas de 67.
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Figura 117 - Espectro no infravermelho do composto 68 (ATR).
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Figura 118 - Espectro de RMN de 'H do composto 68 (200 MHz, CDCl5).
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Figura 119 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 68 (50 MHz,

CDCls).
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Figura 120 - Espectro de massas de 68.
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ANEXOS

ESPECTROS DA REGIAO NO INFRAVERMELHO, RMN E MASSAS PARA OS
DERIVADOS QUINOLINICOS
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Figura 121 - Espectro no infravermelho do composto 70 (ATR).
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Figura 122 - Espectro de RMN de 'H do composto 70 (200 MHz, MeOD).
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Figura 123 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 70 (50 MHz,

CDCly).
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Figura 125 - Espectro no infravermelho do composto 72 (ATR).
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Figura 126 - Espectro de RMN de 'H do composto 72 (200 MHz, CDCl5).
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Figura 127 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 72 (50 MHz,
CDCly).
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Figura 128 - Espectro de Massas do composto 72.
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Figura 130 - Espectro de RMN de 'H do composto 73 (200 MHz, MeOD).
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Figura 131 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 73 (50 MHz,

MeOH).
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Figura 132 - Espectro de Massas do composto 73.
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Figura 133 - Espectro no infravermelho do composto 74 (ATR).
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Figura 134 - Espectro de RMN de 'H do composto 74 (200 MHz, MeOD).
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Figura 135 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 74 (50 MHz,
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Figura 136 - Espectro de RMN de 'H do composto 76a (400 MHz, MeOD).
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Figura 137 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 76a (50 MHz,

MeOD).
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Figura 138 - Espectro de RMN de 'H do composto 77a (200 MHz, MeOD).
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Figura 139 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 77a (50 MHz,
MeOD).
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Figura 140 - Espectro de massas do composto 77a.
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Figura 141 - Espectro de RMN de 'H do composto 77b (200 MHz, MeOD).
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Figura 142 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 77b (50 MHz,

MeOD).
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Figura 143 - Espectro de massas do composto 77b.
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Figura 144 - Espectro no infravermelho do composto 78b (ATR).
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Figura 145 - Espectro de RMN de 'H do composto 78b (200 MHz, DMSO).
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Figura 146 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 78b (50 MHz,

DMSO).
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Figura 147 - Espectro de Massas do composto 78b (ATR).
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Figura 148 - Espectro no infravermelho do composto 79a (ATR).
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Figura 149 - Espectro de RMN de 'H do composto 79a (200 MHz, DMSO).
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Figura 150 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 79a (50

MHz, DMSO).
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Figura 151 - Espectro de Massas do composto 79a.

3.25+

3.00

2.75+

2.50

2.25+

2.00

1.754

1.50+

1.254

1.00+

0.75-

0.50

0.25-

0.00

179.

" iz,

222.9955
129

332.1204

49.0144
284.3400
TN ‘H ‘

54.1595

il 404.‘6468

100

200

300

400

291



292

Figura 152 - Espectro de RMN de "H do composto 79b (400 MHz, MeOD).
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Figura 153 - Espectro de massas do composto 79b.
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Figura 154 - Espectro no infravermelho do composto 80a (ATR).
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Figura 156 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 80a (50
MHz, DMSO).
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Figura 157 - Espectro de Massas do composto 80a.
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Figura 158 - Espectro no infravermelho do composto 80b (ATR).
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Figura 159 - Espectro de RMN de 'H do composto 80b (200 MHz, MeOD).
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Figura 160 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 80b (50 MHz,
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Figura 161 - Espectro de Massas do composto 80b.
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Figura 162 - Espectro de RMN de 'H do composto 81a (400 MHz, MeOD).
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Figura 163 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 81a (100 MHz,

MeOD).
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Figura 165 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 82a (100
MHz, MeOD).
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Figura 166 - Espectro no infravermelho do composto 83a (ATR).
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Figura 167 - Espectro de RMN de 'H do composto 83a (200 MHz, DMSO).
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Figura 168 - Espectro de Massas do composto 83a.
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Figura 170 - Espectro de RMN de 'H do composto 83b (200 MHz, MeOD).
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Figura 171 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 83b (50 MHz,

DMSO).
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Figura 172 - Espectro de Massas do composto 83b.
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Figura 173 - Espectro no infravermelho do composto 84a (ATR).
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Figura 174 - Espectro de RMN de 'H do composto 84a (400 MHz, DMSO).
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Figura 175 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 84a (100 MHz,

DMSO).
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Figura 177 - Espectro no infravermelho do composto 84b (ATR).
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Figura 178 - Espectro de RMN de 'H do composto 84b (400 MHz, MeOD).
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Figura 179 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 84b (100 MHz,

MeOD).
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Figura 180 - Espectro de Massas do composto 84b.
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Figura 181 - Espectro no infravermelho do composto 85a (ATR).
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Figura 182 - Espectro de RMN de 'H do composto 85a (200 MHz, DMSO).
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Figura 183 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 85a (50 MHz,
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Figura 184 - Espectro de Massas do composto 85a.
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Figura 185 - Espectro no infravermelho do composto 85b (ATR).

312

%T

74

72

70

68

66
65,0

425 1306

!
42 (1453 1364 1177

1498

1581

1035

4000,0

3600 3200 2800 2400 2000 1800

cm-1

1600 1400 1200

1000 800

600 500,0




Figura 186 - Espectro de RMN de 'H do composto 85b (200 MHz, MeOD).
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Figura 187 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 85b (50 MHz,

ppm (t1)
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Figura 188 - Espectro de Massas do composto 85b.
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Figura 189 - Espectro no infravermelho do composto 86a (ATR).
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Figura 190 - Espectro de RMN de 'H do composto 86a (200 MHz, MeOD).
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Figura 191 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 86a (50 MHz,
DMSO).
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Figura 192 - Espectro de Massas do composto 86a.

Inten.(x10,000)

] 428.1179
5.0

4.0

3.5

2.5-] c7 o N

2.0

380.0959 494.0937

71.7756
0.0 il 00 AOFI0

" ‘ , 852.9641 966.6761 10921288
] - T - - T I - - - - 1 - - - T 1T - T =
250 500 750 1000 1250 m/z



Figura 193 - Espectro no infravermelho do composto 86b (ATR).
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Figura 194 - Espectro de RMN de 'H do composto 86b (200 MHz, DMSO).
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Figura 195 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 86b (50 MHz,

DMSO).
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Figura 196 - Espectro de Massas do composto 86b.
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Figura 197 - Espectro no infravermelho do composto 87a (ATR).
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Figura 198 - Espectro de RMN de 'H do composto 87a (200 MHz, MeOD).
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Figura 199 - Espectro de RMN de '*C e subespectro DEPT 135 do composto 87a (50 MHz,

DMSO).
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Figura 200 - Espectro de Massas do composto 87a.
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Figura 201 - Espectro no infravermelho do composto 87b (ATR).
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Figura 202 - Espectro de RMN de 'H do composto 87b (200 MHz, MeOD).
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Figura 203 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 87b (50 MHz,

MeOD).

157.469

148.045
143.820
140.988

TSN 139910

128.508
128.342
125.898
122.458
120.233
119.745
117.003
116.920
116.569

e
=

99.786

49.516

42.520

28.967

ppm (1)




Inten(x1,000)
7.0

Figura 204 - Espectro de Massas do composto 87b.

327

6.5
6.0]
5.5%
5.0%

4.0

Jo4.0549

241.5633

382.

0730

549.5082
433.3034

668.6571

I
250

T T T
500

[
750



328

Figura 205 - Espectro no infravermelho do composto 88a (ATR).
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Figura 206 - Espectro de RMN de 'H do composto 88a (200 MHz, DMSO).
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Figura 207 - Espectro de RMN de "*C e subespectro DEPT 135 do composto 88a (50 MHz,

DMSO).
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Figura 208 - Espectro de Massas do composto 88a.
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