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Resumo

A tese de doutorado intitulada Sintese de Derivados
Aminoquinolinicos e Nucleotideos N&o-Naturais, Pote  nciais Agentes
Antiparasitarios e Antibacterianos esta apresentada em dois capitulos que
descrevem a sintese de substancias com potencial atividade antiparasitaria e
antibacteriana.

Foram obtidos 46 compostos nesse trabalho, 31 compostos do capitulo
1, sendo 15 inéditos, e o restante foi desenvolvido durante a realizacdo do
capitulo 2, sendo 8 inéditos.

O capitulo 1 apresenta a sintese de derivados quinolinicos
funcionalizados usando a reacao do tipo “click” para obtencdo dos conjugados
aminoquinolina/acido colico. Inicialmente € apresentada a obtencdo dos
derivados aminoquinolinas, aminoalcinoquinolinas e aminodialcinoquinolinas,
estes dois ultimos foram usados na reacdo do tipo “click” para obtencdo dos
derivados triazélicos, alguns também foram utilizados como ligantes na sintese
de complexos de Pt (Il). Um estudo da relacdo estrutura/atividade dos
compostos sintetizados foi realizado, permitindo a verificagdo da importancia
biolégica dos compostos.

O segundo capitulo envolveu a sintese de derivados nucleotidicos néo-
naturais em que o grupo fosfato € substituido por um triazol e foi realizado no
Instituto de Quimica Molecular de Reims na Universidade de Reims
Champagne-Ardenne CNRS sob a coordenacdo da professora Dra. Pascale

Clivio,

Palavras chave: reacgéo “click”, aminoquinolinas, alcinos, triazois,

esterdide, nucleotideos, 2’-desoxiinosina.



Abstract

The doctoral thesis entitled “Synthesis of Derivatives
Aminoquinolinicos and Non-Natural Nucleotides, Pote ntial Antiparasitic
and Antibacterial Agents” is presented in two chapters that describe the
synthesis of substances with potential antibacterial and antiparasitic activity.

46 compounds were obtained in this work, Chapter 1 31 compounds, including
16 unpublished, and the remainder was developed during the course of Chapter
2, and 8 unpublished.

Chapter 1 presents the synthesis of functionalized quinoline using the
click reaction to obtain the conjugated aminoquinoline/cholic acid. Initially it is
presented to obtain the derivatives aminokynolines, and aminoalkynoquinolines
aminodialkynoquinolines, these two latter were functionalized using reaction-
type click to prepare the triazoles, some have also been used as binders in the
synthesis of platinum (II) complexes. A study of the structure/activity of the
synthesized compounds was performed by allowing verification of the biological
importance of the compounds.

The second chapter involved the synthesis of non-natural nucleotide in
which the phosphate group is replaced by a triazole and was conducted at the
Institute of Molecular Chemistry of the University of Reims Champagne-Ardenne

Reims CNRS under the supervision of Professor Dr. Pascale Clivio,

Keywords: “click” reaction, aminoquinolines, alkynes, triazoles, steroids,
nucleotides, 2'-deoxyinosine.



Descrigdo do Trabalho

O presente trabalho intitulado “Sintese de Derivados Aminoquinolinicos
e Nucleotideos Na&o-Naturais, Potenciais Agentes Antiparasitarios e

Antibacterianos” divide-se em dois capitulos.

Capitulo 1

O capitulo 1 apresenta a sintese de derivados de quinolina conjugados
com esterbide e suas avaliagbes bioldgicas. Inicialmente é apresentada a
obtencdo dos derivados aminoquinolinas e aminoalcinoquinolinas. Os ultimos
sdo funcionalizados usando a reagdo do tipo “click” para obtencdo dos
derivados triazélicos e em seguida sao conjugados a esteréides. Foram obtidos
também derivados aminoquinolinicos e aminoalcinoquinolinicos complexados

com platina (I). Este capitulo esta apresentado em seis partes.

A Parte I trata da sintese de aminoquinolinas (compostos 1-4), de

aminoalcinoquinolinas e de aminodialcinoquinolinas (compostos 5-12).

A

NH 74 N
e e HN/\(CHz)/N\/ HN" > (CHy)”

ZE\ /i
Z?\ /;
ZE\ /;

Cl Cl
1n=1 5 n=1 9 n=1
2n=2 6 n=2 10 n=2
3n=3 7 n=3 11 n=3
4n=5 8 n=5 12 n=5

A Parte II aborda a sintese de complexos de Pt (compostos 13-16)

usando como ligantes os compostos obtidos na parte |. Estes complexos foram
obtidos em parceria com a professora Dra. Ana Paula Soares Fontes do

Departamento de Quimica da UFJF.



N/ hy,  13n=1R'=R%*=H

~ 14 n=1 R'= CH,CCH, R?= H
AN 15n=1 R'=R%= CH,CCH
16n=2 R'=R%=H
=
Cl N

A Parte ITI trata da sintese de derivados aminoquinolinicos conjugados
a triazbis (18-21). Para a obtencédo destes derivados utilizou-se a reacdo do
tipo “click” a partir dos derivados aminodialcinoquinolinicos (compostos 9 e 11)

e 0 4cido 2-azido-acético (composto 17).

OH OH
N 0 N O  on

HN n HN (CH2)n
18 n=1 19 n=1
oS 20n=3 h 21n=3
=
cl Nid Cl N

A Parte IV descreve a conjugacdo dos  derivados
aminoalcinoquinolinicos (compostos 5-7) com o derivado azido do acido colico
(composto 24), usando a reacao do tipo “click”, para formacédo dos compostos

almejados 25-27.



e
iN (D,
\
25n=1
Z 26n=2
cl N 27n=3

Na Parte V obteve-se modelos contendo somente o derivado triazdlico

para avaliagdo e comparacédo das atividades bioldgicas (compostos 28-31).

R
A\~ 28-R=CH;
HO/Y\/N 29- R= CH,COOH
30- R= CHay(CH,),OH

N=N 31- R= CHa(CHy)5CHs

Finalmente, a Parte VI trata dos ensaios bioldgicos em dois tipos de

parasitos. Os testes em crescimento de Plasmodium berghei foram orientados
pela Profa. Dra. Clarice Abramo e os testes em espécies de leishmania foram
orientados pela Profa. Dra. Elaine Soares Coimbra, ambas do departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF.

Alguns compostos foram enviados para avaliagao de suas propriedades
antituberculose e o0s ensaios foram desenvolvidos em parceria com o
Laboratério de Micobacteriologia coordenado pela Profa Dra Clarice Queico F.
Leite (UNESP).



Capitulo 2

O segundo capitulo tratou da sintese de nucleotideos nao-naturais,

usando como etapa chave a reagdo do tipo “click” para a juncdo dos

nucleosideos, substituindo o grupo fosfato pelo anel triazélico. Esse trabalho foi

realizado no Instituto de Quimica Molecular de Reims na Universidade de

Reims Champagne-Ardenne CNRS sob a coordenacdo da professora Dra.

Pascale Clivio, (compostos 43-46).

Vi
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O capitulo 1 aborda a sintese de derivados quinolinicos, reacfes de
formacao de 1,2,3-triazéis 1,4-dissubstituidos via reacéo “click” e as avaliacbes
bioldgicas dos compostos obtidos para o tratamento de malaria, leishmaniose e

tuberculose.



Capitulo 1 Introdugdo

1. Introdugdo

Doencas negligenciadas nao so prevalecem em condicbes de pobreza,
mas contribuem para a manutencdo do quadro de desigualdade. O termo
“doencas negligenciadas” foi originalmente proposto na década de 1970, por
um programa da Fundacao Rockefeller como “The Great Neglected Diseases”,
coordenado por Kenneth Warren. Esse termo tem sido desde entdo utilizado
para se referir a um conjunto de doencas causadas por agentes infecciosos e
parasitarios (virus, bactérias, protozoérios e helmintos) que sdo endémicas em
populacdes de baixa renda. Hoje o combate a essas enfermidades, que
atingem particularmente as populacbes marginalizadas, € essencial para o
cumprimento dos objetivos de desenvolvimento da Organizacdo das NacOes
Unidas (FIOCRUZ).

Segundo a OMS, nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
quatro dentre as dez principais causas de morte, sado atribuidas as doencas
infecciosas e estima-se que haja 14 milhdes de mortes anualmente. Dentre
essas doengas pode-se destacar a tuberculose, a malaria e as leishmanioses
(FIOCRUZ). Leishmanioses sdo consideradas, pela OMS, uma das principais
“Doencas Tropicais Negligenciadas”, concentradas principalmente em paises
com menores indices de desenvolvimento, portanto, estdo relacionadas
fortemente com a pobreza, falta de investimento em novos medicamentos e
vacinas, além da pouca eficacia dos programas de controle (WHO, 2010).

Segundo dados da OMS, mais de um bilhdo de pessoas estao infectados
com uma ou mais doencas negligenciadas, 0 que representa um sexto da
populacdo mundial (REV. SAUDE PUBLICA, 2010).

No Brasil, em 2006, foi realizada a primeira oficina de prioridades em
doencas negligenciadas, iniciando o “Programa de Pesquisa e Desenvolvimento
em Doencas Negligenciadas no Brasil”. Por meio de dados epidemiolégicos,
demograficos e o impacto da doenca, foram definidas, entre as doencas
consideradas negligenciadas, sete prioridades de atuacdo que compdem o
programa em doencas negligenciadas: dengue, doenca de Chagas,

esquistossomose, hanseniase, leishmanioses, malaria e tuberculose
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(FIOCRUZ). Destacam-se as trés ultimas doencas, pois sdo o alvo principal

desse trabalho.

1.1. Leishmanioses

Leishmanioses € o termo designado a um grupo de manifestacoes
clinicas causadas por protozoarios do género Leishmania. E uma doenca
infecciosa zoonoética que afeta homens e animais. Nas Américas, em 1571,
Pedro Pizarro relatou que os povos situados nos vales quentes do Peru eram
dizimados por uma doenca que desfigurava o nariz, a qual foi posteriormente
caracterizada como leishmaniose (RATH et al, 2003; PORTAL SAUDE, 2000).

Atualmente, leishmanioses sdo endémicas em algumas areas tropicais
do mundo e em paises subdesenvolvidos, com cerca de 1,5 a 2 milhGes de
casos por ano em 98 paises, isso faz com que ocorra um numero estimado de
70.000 mortes por ano. Existem mais de 20 espécies de Leishmania que podem
infectar o homem e as manifestagfes clinicas das leishmanioses dependem de
varios fatores, incluindo a espécie envolvida e a resposta imune do hospedeiro.
Classicamente, essas manifestacbes podem ser classificadas em trés formas:
cutdnea, mucocuténea e visceral, sendo esta Ultima considerada fatal se ndo
tratada precocemente (PISCOPO et al, 2006; CARMO et al, 2011).

A forma cutdnea € a forma mais comum e se apresenta com lesdes
nodulares nao-ulcerativas encontradas principalmente na face, bragcos e pernas.
As lesdes podem resultar em deficiéncia fisica e cicatrizes permanentes
(SINGH et al, 2004; BRAGA et al, 2007).

A forma mucocutanea ocorre frequentemente como uma doenca
metastatica em meses ou anos, apos a forma cutanea, e resulta em cicatrizes
desfigurantes na face, afetando as membranas mucosas do nariz, boca e
garganta (VET, 2002; ALTAMIRANO-ENCISO et al, 2003).

A leishmaniose visceral, também conhecida como “Febre Negra” ou
Kala-Azar € a forma mais grave e pode ser fatal se ndo tratada. Ocorre
predominantemente em criancas e também como infeccdo oportunista em
pacientes imunodeprimidos como aqueles infectados por HIV. O parasito infecta
os 6rgaos ricos em macrofagos como baco, figado e medula 0ssea. Os sinais
clinicos sao inespecificos e incluem anorexia, febre, emagrecimento,

2
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hepatoesplenomegalia, epistaxe, diarréia e tosse. Os achados clinicos incluem
anemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, leucopenia e trombocitopenia
(VET, 2002; SINGH et al, 2004).

A principal forma de transmissao das leishmanioses para os hospedeiros
vertebrados € feita por meio da inoculacdo das formas promastigotas
infectantes, durante a picada do inseto vetor popularmente conhecido como
mosquito palha, birigui ou tatuquira. Consistem de varias espécies do género
Lutzomia (Novo Mundo) e Phlebétomus (Velho Mundo), que sdo pequenos
mosquitos, com 1 a 3 mm de comprimento. Somente as fémeas s&o
hematéfagas (SINGH et al, 2004) (os machos se alimentam de néctar das
plantas). Entretanto, outras possibilidades de transmissao ja foram descritas
tais como a via cutanea, placentaria, venérea e a transfusdo de sangue
(GRIMALDI Jr, 1993; SARMAN, 1996).

As fémeas dos mosquitos ao picarem o hospedeiro mamifero infectado,
aspiram macrofagos parasitados ou amastigotas livres no sangue ou tecidos e
podem, assim, transmitir a doenca ao homem. Os mamiferos portadores de
leishmaniose sdo geralmente preguica, tamandua, roedores, raposa, caes e
outros. Ap6s a inoculacdo nos hospedeiros mamiferos, as promastigotas
infectantes ligam-se aos macrofagos por meio de diversos receptores celulares,
sendo subsequentemente fagocitadas e se localizam em um vacuolo que se
funde com lisossomas, denominado vacuolo parasitéforo. Os parasitos
sobrevivem a fagocitose e sofrem diversas transformacdes metabdlicas, sendo
convertidos em formas amastigotas, que se multiplicam e rompem as células
hospedeiras para entdo infectarem outras células mononucleares e deste modo

ocorre o ciclo de transmissao das leishmanioses (Figura 1) (VET, 2002).
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Figura 1. Ciclo de transmisséo da leishmaniose (VET, 2002).

1.1.1. Tratamento

N&o h& vacina contra as leishmanioses, assim como ainda ndo ha para
quaisquer doencas parasitarias humanas. Portanto, o controle baseia-se
principalmente no combate aos insetos vetores e aos reservatorios, medida
dispendiosa e nem sempre praticada em paises subdesenvolvidos (PORTAL
SAUDE, 2000; VET, 2002; RATH et al, 2003; SINGH et al, 2004).

Em média, existem aproximadamente 25 compostos usados em clinica
meédica com acédo antileishmanial, mas poucos sao classificados como farmacos
gue podem ser utilizados pelo homem (SINGH et al, 2004). O tratamento de
primeira escolha envolve o uso de antimoniais pentavalentes como glucantime
(Figura 2), que administrados por via parenteral, apresentam elevada toxicidade
e sdo ineficazes em muitos casos (RATH et al, 2003; SINGH et al, 2004).
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Figura 2. Estrutura quimica do glucantime, tratamento de i escolha para leishmaniose
(Nogueira et al, 2011; RATH et al, 2003) .
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Tem-se como drogas de segunda escolha a anfotericina B e a isontionato
de pentamidina, as quais apresentam desvantagens similares a do glucantime.
Outras drogas tém sido desenvolvidas, incluindo varias formulacdes lipidicas e
coloidais, e recentemente a droga oral miltefosina (Figura 3). Tendo em vista
a importancia das leishmanioses e as dificuldades envolvidas em seus
tratamentos, tais como resisténcia aos antimoniais, a miltefosina surgiu como
um medicamento promissor para 0 tratamento das leishmanioses, sendo
administrada por via oral e com menos efeitos colaterais, chegando a ser
registrado na India para o tratamento da leishmaniose visceral (calazar) em
2002 (COSTA FILHO, 2008). No entanto, apesar de ser mais eficiente e
apresentar menos efeitos colaterais, tal medicamento € ineficaz para algumas
manifestacdes classicas da doenca (MARQUES et al; LANDFEAR et al 2004).

\\ /
OCH,(CHo)sCH,0 \ [HOCH,CH,S04],

Isotionato de Pentamidina

o)
Anfotericina B m‘*
H,N

H
CH
\/3 \o

/\/\O\\

Miltefosina

Figura 3. Estrutura quimica das drogas de segunda escolh@eepa droga oral miltefosina.
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1.2. Maldria

A maléria é a principal parasitose de areas tropicais e subtropicais 0 que
implica que cerca de 40% da populacdo mundial vive em areas de risco. O
maior foco de transmissdo é a Africa Sub-Sahariana onde ocorrem 90% dos
casos no mundo. E considerada endémica em 53 paises na Africa (incluindo
oito paises ao sul), em 21 paises nas Américas, quatro paises na Europa e 14
na regido leste do Mediterraneo, e sudeste Asiatico. E também uma das mais
frequentes causas de morte em criancas nessas areas (ROSENTHAL, 2003;
FIDOCK et al , 2004; SOLOMON et al, 2005; SOLOMON et al, 2007).

Trata-se de uma doenca infecciosa aguda ou cronica causada por
protozoarios parasitas do género Plasmodium. S&o quatro espécies de
Plasmodium que infectam os seres humanos: Plasmodium falciparum, P. vivax,
P. malariae e P. ovale. Destes, o P. falciparum € o mais nocivo, responsavel
por mais de 90% dos casos da doenca com altas taxas de morbidade e
mortalidade, responséavel por cerca de 500 milhfes de casos anualmente com
um ndmero de mortes entre 1,5 a 2 milhdes em mais de 109 paises na Africa,
Asia e América Latina. Assim, a malaria consiste em um dos maiores problemas
de salude publica e representa uma das principais doencas infecciosas que
aflige a espécie humana nos dias de hoje (ROSENTHAL, 2003; CHIYANZU et
al, 2005; SOLOMON et al, 2007; SOUZA et al, 2011).

A transmissao ocorre pela picada das fémeas do mosquito Anopheles,
que se contaminam com o plasmédio causador da doenca ao picar 0S
portadores, tornando-se assim o principal vetor de transmissdo desta para
outras pessoas (FERRAZ, 2002).

Como os plasmaodios ficam presentes na circulagdo sanguinea durante a
infeccdo, a transmissdo da malaria também pode ocorrer de forma induzida a
partir de transfusdes de sangue, de transplantes de d6rgaos, da utilizacdo
compartilhada de seringas por usuarios de drogas endovenosas ou da gestante
para o filho (MARTINS et al, 2011).

Na corrente sanguinea, os plasmdédios chegam ao figado, onde se

multiplicam e ao romper a célula hepatica tém acesso ao sangue onde atacam
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os eritrécitos, causando anemia intensa e, em alguns casos, a morte (MARTINS
et al, 2011).

Manifestacbes clinicas da doenca caracterizam-se inicialmente por
sintomas como dores de cabeca, fadiga, febre, calafrios, prostragcdo e anemia
que coincidem com a destruicdo macica de hemacias e com a liberacdo de
substancias imunogénicas toxicas na corrente sanguinea ao fim de cada ciclo
reprodutivo do parasita. Estas crises sdo seguidas de tremores e febre de 41°C,
terminando em vermelhiddo da pele e suores abundantes, os quais sao
conhecidos como acesso malarico (FRANCA et al, 2008; FIDOCK et al, 2004).

Os casos mais severos da doenca incluem delirio, acidoses metabdlicas,
malaria cerebral e faléncia mdultipla dos 6rgdos podendo seguir por coma e
morte (FIDOCK et al, 2004).

1.2.2. Tratamento

Os medicamentos antimalaricos sdo usados principalmente para
controlar a doenca e também podem ser usados para preveni-la no caso de
alguns grupos de alto risco, tais como mulheres gravidas, portadores de anemia
falciforme e os visitantes em regides endémicas que ndo possuem nenhuma
imunidade natural. Os servicos de saude precisam considerar 0s riscos e 0S
beneficios oferecidos pelos medicamentos, assim como o custo e a facilidade
com que séo obtidos e receitados (WARHUST, 2005).

No século XVII observou-se que o extrato de uma planta originaria dos
Andes, a Cinchona, era usado por nativos para o tratamento da malaria, e logo
0 seu uso se espalhou pela Europa. Porém, s6 em 1820 que seus principios
ativos foram isolados, entre os quais a Quinidina e, principalmente, a Quinina
(Figura 4). No entanto, a maioria dos parasitos ja sao resistentes as suas acdes
(MENEGATTI et al, 2001; FRANCA et al, 2008).
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Figura 4. Estrutura dos compostos antimalaricos isolados delbna.

A quinina ou seu isdbmero quinidina, foi suplantada por drogas sintéticas
mais eficientes, como pelos compostos derivados de quinolina, dentre eles
pamaguina, mepacrina e cloroquina (Figura 5), principalmente este ultimo.
Estes foram por muito tempo bem aceitos para o tratamento da malaria (VALE
et al, 2005; Franca et al, 2008).

HN N HN N HN N
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Pamaquina Mepacrina Cloroquina

Figura 5. Estruturas de alguns agentes antimalaricos.

Devido ao surgimento de plasmaddios resistentes as drogas existentes,
principalmente os da espécie P. falciparum, agravou-se o problema causado
pela malaria e atualmente é a doencga infecciosa mais disseminada do mundo,
tornando-se necessario o desenvolvimento de farmacos mais eficazes para o
tratamento da mesma (ROSENTHAL et al, 2003; SOLOMON et al, 2007;
SOUZA et al, 2011)

1.3. Estratégia Terapéutica
De acordo com as informagOes apresentadas, torna-se evidente a

necessidade de desenvolvimento de farmacos mais eficazes para o tratamento
8
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de doencas negligenciadas como leishmanioses e malaria, visto que todas as
drogas existentes apresentam algum tipo de limitacédo, tais como resisténcia do
parasito, toxicidade e alto custo (SINGH et al, 2004; GRIMALDI Jr., 1993). No
entanto, a industria pouco tem contribuido no desenvolvimento de novos
medicamentos antiparasitarios.

A descoberta de medicamentos a base de produtos naturais é
geralmente lenta, dispendiosa, e prejudicada por sinteses complexas (ABBOUD
et al, 2001).

A importdncia dos derivados heterociclicos € incontestavel,
principalmente quanto a sua atuacdo como medicamentos em diferentes
classes terapéuticas, tais como anti-hipertensiva (losartan), antiviral (ribavirina),
antitumoral  (carbamato de  fluorouracila), antifangica (fluconazol),
antiinflamatéria e analgésica (dipirona), antiprotozodria (metronidazol).
(ABBOUD et al, 2001; MELO et al, 2006; ANTINARELLI et al, 2012).

Dentre os heterociclos nitrogenados mais estudados destaca-se a classe
dos azdis, que sdo compostos nitrogenados aromaticos de cinco membros
como os representados na figura 6 (ABBOUD et al, 2001; MELO et al, 2006).

00000

pirazol imidazol 1,2,3-triazol  1,2,4-triazol tetrazol

Figura 6. Estrutura quimica de azois.

1.4. Triazois

Dentre os azéis (Figura 6), os triazéis merecem destaque devido a sua
grande importancia biologica. Os triazéis sdo de origem sintética e ndo ha
indicacbes até o momento de sua existéncia na natureza. Os triaz0is sao
classificados em vicinais (1,2,3-triazois) ou simétricos (1,2,4-triazois).

Dentre os sistemas heterociclicos mais estudados encontram-se 0s
triazois, que tém despertado muito interesse pelo fato de possuirem um vasto
campo de aplicacdes, que vdo desde seu uso como explosivos, até como

agroquimicos e farmacos. Os farmacos apresentam atividades farmacol6gicas
9
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diversificadas, tais como antiviral (ribavirina) e antifingica (fluconazol) (Figura 7)
(MELLO et al, 2006).
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Figura 7. Exemplos de derivados triazélicos farmacologicamertit/os.

O interesse em derivados 1,2,3-triazélicos pela area farmacoldgica deve-
se ao fato destes compostos serem bioisOsteros dos anéis heterociclicos
imidazdlicos encontrados em substadncias com atividades farmacoldgicas
diversas, como antifungica, antidepressiva, antiviral, antitumoral e anti-
hipertensiva (ANTINARELLI et al, 2012).

E comum a confusdo entre os conceitos de substituicdo isostérica e
bioisosterismo. Substituicdo isostérica € a troca de um grupamento por outro
com configuracbes estéricas e eletrbnicas semelhantes. Isso significa que a
grande maioria dos isOsteros possui volume molecular, nimero de atomos
e disposic¢éo eletronica semelhante (JORDAO, 2007; LIMA et al, 2005).

Bioisosterismo trata-se de uma substituicdo isostérica em que busca-
se um melhoramento das propriedades do farmaco no qual se esta realizando
os experimentos de modificacdo molecular. Obrigatoriamente, para ser
considerado um bioiséstero, o congénere produzido a partir da substituicdo
isostérica deve possuir a mesma acdo biolégica que o farmaco protétipo. A
vantagem do processo € que se pode obter um farmaco com a mesma acéo
terapéutica, contudo, mais intensa, com menos efeitos colaterais, com menor
toxicidade, maior estabilidade e outras modificacdes benéficas. Os bioisdsteros
podem ser classificados em dois grupos (BARREIRO et al, 2001; JORDAO,
2007; LIMA et al, 2005):

10
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% Bioisosteros Classicos: Segundo Erlenmeyer, sdo aqueles atomos,
ions ou moléculas que possuem as camadas eletrbnicas mais externas

idénticas ou semelhantes (Tabela 1).

% Biosdsteros N&o-Classicos : Substituintes de natureza ibnica ou
molecular que garantem uma configuracdo eletronica e estérica similar
ao farmaco congénere sem perdas no ambito terapéutico (Tabela 1)
(LIMA et al, 2005; JORDAO, 2007).

Tabela 1. BioisOsteros classicos e bioisdsteros nao-classicos

Grupos e atomos bioisosteros classicos

Monovalentes Divalentes Trivalentes Tetravalentes
F, OH, NH2, CH;, OR, Cl, -CH;- =CH- =C=
SH, PH,, SiHs;, SR -O- =N- =Si=
Br -S- =Pp- =N'=
I -Se- =As- =p'=
-Te =Sb- =As"=
=Sb'=

Bioisosteros nao-classicos

-CO- -COOH -SO;NH, -H -CONH- -COOR- -
-CO;- -SO;H - -F -NHCO- -ROCO- CONH;
-S0O- Tetrazol ~ PO(OH)NH; -
-SO;NR-  -SO;NHR -CH Catecol CSNH;
-CON- -CH,0OH -
-CH(CN)- benzimidazol
R-S-R’ =N- -NHCONH;
(R-O-R) -C(CN)y= -NH-CS- -CsH4N
R-N(CN)- - NH; -C4H4N
R’ halogénio

-CF;

-CN

Fonte: Barreiro, Fraga, 2001
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Estudos visando a sintese de novos derivados 1,2,3-triazélicos estédo em
evolucdo, bem como a avaliacdo das potenciais aplicacdes farmacoldgicas dos
novos compostos dessa classe. Os 1,2,3-triaz0is sdo de grande importancia,
por sua atividade biolégica diversificada, destacando-se como potenciais
farmacos de alta eficacia contra doencas de impacto social crescente, como
AIDS, cancer e mal de Alzheimer e Parkinson (MELO et al, 2006).

Cabe ainda destacar a atividade inibitoria de esterdides ligados a 1,2,3-
triazbis (Figura 8) em cultura de células humanas de céancer de préstata foi
observada pelo grupos de pesquisa (GODOVIKOVA et al, 1989).

Z
i
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Figura 8. Estrutura de 1,2,3-triazol esteroidal usado no@raento do cancer de prostata.

1.5. Reagdes do tipo “click” chemistry

Uma das formas de obtencdo de triaz6is € através da reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar entre azidos e alcinos conhecida por reacdo de
cicloadicdo de Huisgen. O 1,3-dipolo (azido, oxido de nitrila, diazo-alcano)
reage com o sistema Tt dipolaréfilo (alceno, alcino, carbonila, nitrila) num
processo sincronizado que conduzem a formacdo de um heterociclo de cinco
membros (Figura 9) (ABBOUD et al, 2001; KOLB et al, 2001; TORNOE et al,
2002; ROSTOVTSEV et al, 2002)

o b
Dipolo a< \C) > a/ \c
\
Dipolarofilo e=——d e—d

Figura 9. Esquema de cicloadic&o 1,3-dipolar.
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A regiosseletividade da reacdo depende dos efeitos estereoeletrénicos
que sao controlados pelas energias e pelos coeficientes atbmicos dos orbitais
de fronteira do 1,3-dipolo e dipolardfilo.

De acordo com Woodward e Hoffmann (WOODWARD et al, 1965;
HOUK et al, 1973), uma reacdo periciclica somente pode acontecer se a
simetria dos orbitais moleculares do reagente for a mesma dos orbitais
moleculares do produto. Baseado nesse conceito, € possivel prever a
reatividade e a regiosseletividade de reacdes de cicloadi¢cao 1,3-dipolar (HOUK
et al, 1973). Sobre o mecanismo dessa reacéo, varios dados experimentais sdo
conhecidos (velocidade, entropia, etc), no entanto, o que melhor justifica esses
dados é um mecanismo sincronizado no qual a geometria do estado de
transicao coloca dipolo e dipolaréfilo em planos paralelos, em posi¢éo favoravel
a formacao de novas ligacbes do tipo sigma. Essa interagdo pode ocorrer de
duas formas: orbitais moleculares HOMOgipoo — LUMOgipolarciiio (tipo 1) e
LUMOipolo - HOMOgipolaretito (tipo I11') (Figura 12) (HOUK et al, 1974).

Tipos de ciclo-adicio 1,3-dipolar segundo
a teoria das orbitais de fronteira

HOMO 8/\8 LUMO 8/8\8
LUMO H Homo  $-§

A 1
Energia| Dipolo Dipolardfilo ) Dipolo Dipolardfilo ; Dipolo Dipolardfilo

s

_H_

/

_H_

tipo |

_H_
T

tipo Il tipo Il

Figura 10. Tipos de interacges entre os orbitais molecular€v® e LUMO em uma

cicloadicéo 1,3-dipolar.
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A formacao de triazois por meio da cicloadicdo entre uma azida e um
alcino terminal foi relatada pela primeira vez por Michael (FREITAS et al, 2011)
em 1893, mas as generalidades, aplicacbes e mecanismo dessas reacdes de
cicloadicao foi desenvolvida em 1967 por Huisgen. A cicloadicdo de Huisgen
requer temperaturas elevadas, e ndo é estereoespecifica. Particularmente, a
cicloadicdo entre um derivado com grupo azido e um alcino conduz a uma
mistura de triazéis 1,4 e 1,5 dissubstituidos (Figura 11) (KOLB et al, 2001,
ABBOUD et al, 2001;; TORNOE et al, 2002; ROSTOVTSEV et al, 2002,
CORRALES, 2011; WANG et al, 2003).

Figura 11. Regioisémeros obtidos via cicloadigcdo térmica [2]4classica de Huisgen.

Sharpless e colaboradores introduziram em 2001 o conceito da “click
chemistry” (KOLB et al, 2001, FREITAS et al, 2011), mais conhecida hoje
simplesmente por “click”, que engloba rea¢des que respondem a uma série de
critérios precisos. A “click” inclui rea¢des termodinamicamente favoraveis que,
realizadas em laboratorio, sdo capazes de conectar duas moléculas de forma
simples e com bons rendimentos. Segundo Sharpless, varios tipos de reacdes
podem ser classificados como reacdes de “click”: cicloadicbes de espécies
insaturadas (1,3-dipolar, Diels-Alder), algumas substituicdes nucleofilicas
(abertura de heterociclos eletréfilos), ou adicbes sobre ligacbes C-C
(epoxidacao, diidroxilacdo, aziridinacdo, adicbes de Michael), entre outras.

Em 2002 as equipes de Meldal e Sharpless utilizaram sais de Cu(l) para
catalisar a reagdo de cicloadicdo azida/alcino, permitindo a sintese a
temperatura ambiente de 1,2,3-triaz6is 1,4-dissubstituidos de forma
regiosseletiva, dando surgimento a CuUAAC (Cu' — catalised Azide-Alkyne 1,3-
dipolar Cycloaddition) (HIMO et al, 2005; KOLB et al, 2001). Assim, as outras
reacoes de “click” consideradas por Sharpless foram encobertas pela
cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por Cu(l) entre um alcino e uma azida
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(CuAAC). E as pesquisas em reacdes tipo “click” nesses ultimos anos sao
principalmente envolvendo esse tipo de cicloadicao.

Dessa forma, todas as condi¢des reunidas revigoraram a cicloadi¢cao de
Huisgen, e tal tipo de reag&o na presenca de cobre tornou-se uma das reacoes
mais utilizadas por muitos grupos de pesquisa como estratégia de sintese de
1,2,3-triaz0is 1,4-dissubstituidos (Figura 12), tornando-se o protétipo da quimica
“click” (FREITAS et al, 2011).

R——N —N*=N ~N
Cu(l)
+

Figura 12. A reacao “click” ou CuAAC.

A reacao de cicloadicdo de Huisgen catalisada por Cu(l) conhecida por
“click”, apresenta varias vantagens tais como: facil purificacdo, rendimentos
altos, geracdo de subprodutos inofensivos, condi¢cdes de reagcdo simples, é
estereoespecifica, proporciona economia de atomos e gera compostos estaveis
(PATTON et al, 2010; CORRALES, 2011; HIMO et al, 2005).

A regiosseletividade é atribuida ao Cu(l) que catalisa a reacdo na
formacao de acetiletos de cobre. Véarias espécies Cu(l), tais como sais de Cul e
CuOTf-CgHg, podem ser utilizados. A reducédo in situ de cobre (ll), utilizando
sais de CuS0O4-5H,0 com ascorbato de sédio em solventes alcodlicos aquosos
permite a formacéo de triazois 1,4-dissubstituidos, a temperatura ambiente com
um rendimento elevado. Devido a confiabilidade do método, uma diversidade de
conjugacdes foram possiveis a partir de reacdes de cicloadicdo entre azidas e
alcinos catalisadas por cobre (I), possibilitando a obtencdo de triazois 1,4-
dissubstituidos. Esse tipo de reacdo tem sido utilizado na descoberta de novas
drogas (PATTON et al, 2010)

O sal de Cu(l) se liga ao alcino terminal conforme representado na figura
15, formando o acetileto de cobre 5, que é transformado no intermediario 6 por
complexacdo com o nitrogénio nucleofilico da azida. No ciclo catalitico o
intermediario 6 sofre uma cicloadicdo, transformando-se em 7, que,

posteriormente, através de uma contracdo do anel fornece o triazol 8 com
15



Capitulo 1 Introdugdo

regeneracdo do ligante Cu(l)-ligante, conforme representado na figura 13
(PATTON et al, 2010; JORDAO, 2007; CORRALES, 2011; FREITAS et al,
2011; HIMO et al, 2005) .

R
b

s - . - R'—==—H
N\"N,NHR:!\IH - [CULn]* —— /

\

R | \
}:.— (,CuLn |
! I'. 1
R! 5 NcN.NHRE R CuL, 5
==CuL, N
?hhhl}l%l2 \ /
1 —— __rw-’f-
1 I L il .
R — C:U_an = __RZ
N-R N=
N.-:-N -
+ 6

Figura 13. Esquema de catélise proposto por Sharpless (HIM&, &005).

Embora este mecanismo simplificado esclareca as etapas elementares
envolvendo formacdo e quebra de ligagbes, varios estudos mostram que a
reacao é muito mais complexa do que isso e deve envolver intermediarios de
cobre dinucleares (FREITAS et al, 2011). A grande dificuldade em se
estabelecer as estruturas exatas dos intermediarios envolvidos na reagéo “click”
e a ordem global da mesma advém da tendéncia das espécies de cobre
formarem complexos polinucleares e da facilidade de trocas de ligantes que
este metal apresenta. De modo geral, multiplas espécies de organocobre se
encontram em rapido equilibrio umas com as outras no meio reagente. Embora
isto dificulte a determinagéo exata do mecanismo Cu(l) da reagdo CuAAC, essa
dindmica exclusiva do cobre é responsavel pelo fato de que a reacao “click” se
adapte a tantas condicdes diferentes de solventes e de que o cobre seja o Unico

metal que promova esta reacdo de forma tdo eficiente. Outros metais
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conhecidos como catalisadores de reacfes de alcinos (Ag(l), Pd(0/ 1), Pt(ll),
Au(l/1lN, Hg(ll), entre outros) se mostraram ineficazes para produzir triazéis em
rendimentos aceitaveis em sintese (FREITAS et al, 2011, HEIN et al, 2010).

A reacdo de formacédo de 1,2,3-triaz0is 1,4-dissubstituidos a partir de
alcinos e azidas, usando cobre como catalisador, tem se mostrado uma das
mais eficazes formas para se conectar duas moléculas contendo varios grupos
funcionais.

A sintese de um novo farmaco que seja melhor transportado pelo
organismo e que tenha toxicidade reduzida é de grande interesse. A
bioconjugacdo, que envolve a conjugacdo de compostos de importancia
biolégica conhecida, tem se mostrado uma boa estratégia para o
desenvolvimento de novos farmacos. A combinacdo de compostos bioativos,
via reacgdes de “click”, vem sendo uma alternativa promissora no mundo
cientifico (FREITAS et al, 2011).

17
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2. Justificativas e Plano de Trabalho

A justificativa para realizacédo deste trabalho baseou-se na necessidade
de obtencdo de novos agentes antiparasitarios, no surgimento de parasitas
resistentes as drogas atuais, na importancia bioldégica dos derivados
aminoquinolinicos e na experiéncia de nosso grupo de pesquisa na sintese de
derivados aminoquinolinicos com atividade antiparasitaria, que podem ser
representados pelos compostos abaixo, recentemente publicados (Figura 14)

(SOUZA et al, 2012; VASHIST et al, 2009; CORRALES, et al, 2011; CARMO,
2007).

__ 4 F
Nk 20 HN/\/“\//

HN
X X x
cl N/ Cl N/

Cl N

oH  F

cl N7
/=N

s Ny N\

/\E /N Z SNH
/N XN N S Y 4/
it @@L
NI h

N7 cl a1 >N

Figura 14. Exemplos de derivados quinolinicos sintetizadosnpsso grupo de pesquisa.

A sintese de um novo farmaco que seja melhor transportado pelo
organismo e que tenha toxicidade reduzida € de grande interesse, e 0 uso de

de terapias através da conjugacdo de compostos de importancia biologica
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tem se mostrado uma boa estratégia para o desenvolvimento de novos
farmacos (PORE et al, 2006).

Partindo-se desse principio, 0 objetivo principal do capitulo 1 foi a
realizacdo da parte IV onde propomos como plano de trabalho a sintese de
derivados aminoalcinoquinolinicos conjugados com o derivado azido de acido
colico, por serem conhecidos como bons carreadores (PORE et al, 2006)
usando a reacdo do tipo “click” como etapa chave. Desse modo, 0s
compostos conjugados possuem em sua estrutura trés importantes grupos
com importancia bioldgica, que sao os analogos aminoquinolinicos, o grupo
esteroidal e o anel triazdlico.

Para tal, propb6s-se na parte | a sintese dos intermediarios
aminoalcinoquinolinicos e aminodialcinoquinolinicos na intencdo de obter
analogos estruturais da cloroquina e também precursores para reacdes de
conjugacao com derivados com grupos azido.

Desse modo, prop6s-se também a conjugacdo dos derivados
aminodialcinoquinolinicos ao acido 2-azidoacético usando a reac¢do do tipo
“click” (parte 111).

A partir dos derivados aminoquinolinicos com variagdo de dois e trés
carbonos entre as diaminas planejou-se, na parte Il, a formagédo de
complexos de Pt (Il), pois € sabido que complexos de Pt vém apresentando
melhor atividade biolégica que seus ligantes organicos (HOUK et al, 1973;
CORRALES, 2011; FREITAS, et al, 2011)

Na parte V propbs-se a sintese de derivados triazolicos 1,4-
dissubstituidos sem os grupos aminoquinolinico e esterdide a fim de avaliar
as propriedades biol6gicas desses derivados.

A parte VI deste trabalho descreve as avaliagbes biolégicas dos

compostos obtidos em leishmaniose, tuberculose e malaria.

19



Capitulo 1 Ob jetivos

3. Objetivos Gerais

O objetivo principal € a obtencdo por via sintética de derivados
quinolinicos conjugados com o acido cdlico via reagdo de cicloadicdo do tipo
“click” (Figura 15).

N "oy
\
H\/[//N
i >cHy N

25 n=1
N 26 n=2
P 27 n=3
Cl N

Figura 15. Estrutura de derivados aminoquinolinicos conjugadasécido colico.

Para a obtencdo destes compostos objetivou-se a sintese dos blocos

construtores tais como o0s derivados aminoalcinoquinolinicos e

-

/
H P N =
HN/\(CHz)n/N\/ HN/\(CHz)n/ \//

aminodialcinoquinolinicos (Figura 16).

=

X X
=

Cl N/ Cl N
5 n=1 9 n=1

6 n=2 10 n=2

7 n=3 11 n=3

8 n=5 12 n=5

Figura 16. Estrutura dos mono e dialcinos propostos.
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Adicionalmente, alguns intermediérios (compostos 1, 2, 5 e 9) foram
submetidos a reacdes de complexacdo com platina, pois sabe-se que os
complexos de platina apresentam atividade biolégica em crescimento de

parasitos (Figura 17).

¢l R
/
Cl—Pt—N—_»

N/ (\CH2)n 13n=1 R'=R%=H

~ 14 n=1 R'= CH,CCH, R2= H
AN 15n=1 R'= R?= CH,CCH

16 n=2 R'=R?=H
G
Cl N

Figura 17. Complexos de platina (1(L3 — 16.

Também almejou-se obter derivados triazoOlicos a partir dos
intermediarios dialcinos 9 e 11 e o 4cido 2-azidoacético. O interesse em obter
estes modelos foi de testar a reacédo do tipo “click” para estes compostos e
avaliar a atividade biologica destes derivados (Figura 18, compostos 18 a 20),
sem a presenca da unidade esteroide. Dessa forma, € possivel fazer uma
avaliacdo comparativa da atividade biolégica de varios componentes, antes da
obtencdo da molécula final, que é a aminoquinolina acoplada ao acido cdlico via

conjugagao com o triazol.

OH OH
N O N O on
N N N\ 0
/N % PN /N / N
HNT S (CHy), HN™ (CH,)f N
18 n=1 19n=1
N 20n=3 oS 21 n=3
P
cl Nid Cl N

Figura 18. Estrutura de derivados aminoquinolinicos conjugadds2,3-triazois.
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Sintetizou-se também os derivados triazélicos 28 a 31 (Figura 19), com o
intuito de avaliar a importancia biologica do anel 1,2,3-triazdlico isolado.

A\~ 28-R=CHj
/ 29- R= CH,COOH
- 30- R= CH(CH,),0H
31-R= CH2(CH2)2CH3

HO

Figura 19. Estrutura dos compost@3a 31.
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Capitulo 1 _ Parte I

4. Parte I
Sintese de Derivados Aminoalcinoquinolinicos e

Aminodialcinoquinolinicos

Nesta parte foi proposto obter derivados aminoalcinoquinolinicos e
aminodialcinoquinolinicos, analogos da cloroquina, com variagdes no numero

de grupos metilénicos (2, 3, 4 ou 6) entre as aminas (Figura 20).

s N\

X
cl N/ cloroquina
H —
N/ N
HN/\MH/ \—_ HN/\(\/)H/ L
X X
P P
cl N cl N
5 n=1 9 n=1
6 n=2 10 n=2
7 n=3 11 n=3
8 n=5 12 n=5

Figura 20. Estrutura quimica da cloroquina e dos seus analogaspostos neste trabalho

(compostos-12).

Os compostos foram usados como blocos construtores para obtencéo
dos derivados triazolicos via reacdo do tipo “click” (partes Ill e IV desse
capitulo). Os derivados com espacamentos de 2 e 3 grupos metilénicos entre as
diaminas foram utilizados como ligantes para a sintese de complexos de platina

(I conforme serd mostrado na parte |l.
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4.1. Resultados e Discussades

Foram obtidos 12 derivados aminoquinolinicos (compostos 1-12) (figura
21), sendo que 5 deles sdo inéditos (compostos 7 e 9-12). Os derivados
aminoquinolinicos foram obtidos através da reacdo da 4,7-dicloroquinolina em
presenca de 1,2-etanodiamina, 1,3-propanodiamina, 1,4-butanodiamina e 1,6-
hexanodiamina. Os compostos obtidos foram posteriormente submetidos ao
tratamento com brometo de propargila para a formacao dos derivados mono e

4

H P \/
NH Z N
Nty AN NCH), P N N (CHY)

dialcinos (compostos 5-12).

HN (CH)7

N N o
= =

ol N/ cl N Cl N

1n=1 5 n=1 9 n=1

2n=2 6 n=2 10 n=2

3n=3 7 n=3 11 n=3

4n=5 8 n=5 12 n=5

Figura 21. Derivados aminoquinolinicos, aminoalcinoquinoliréaaminodialcinoquinolinicos

4.1.1. Sintese e caracterizagdo dos N-(7-cloroquinolin-4-il)-diaminoalcano
1-4

Uma mistura de 4,7-dicloroquinolina com os diaminoalcanos
correspondentes (1,2-etanodiamina, 1,3-propanodiamina, 1,4-butanodiamina ou
1,6-hexanodiamina) foi deixada em agitacdo sob aquecimento a 80°C por 1
hora e, posteriormente, elevou-se a temperatura para 110°C por 3 horas até o
consumo do material de partida verificado por CCD (MeOH/CH,ClI, 2:8).

Em seguida, realizou-se extracao liquido-liquido em diclorometano e
agua, a fase organica foi lavada trés vezes com solucdo aquosa de NaOH (5%)
e finalmente com uma solucdo aquosa de NaCl. O solvente organico foi
removido sob pressao reduzida e os compostos sob forma de solido amarelo

foram obtidos com rendimentos em torno de 80% (Figura 22).
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Todos os compostos foram caracterizados através de seus pontos de
fusdo e analise de seus espectros de IV, RMN de *H e RMN de 3C. Os dados
obtidos estdo de acordo com aqueles da literatura (SOLOMON et al, 2005;
PORE et al, 2006; SOLOMON et al, 2007; CARMO, 2007; NATARAJAN et al,

2008).
NH,
/NHZ _
N N M N
» =
o 3n=3
o N/ 80 -110°C, 4h . N/ An=5

Figura 22. Esquema de reacdo dos compostos N-(7-cloroquidelijdiaminoalcanos 1-4).

A massa molar, o rendimento e um comparativo entre ponto de fusao

dos compostos 1 a 4 e seus valores na literatura (SOUZA et al, 2009) estao
apresentados na tabela 2.

Tabela 2.Dados das reacbes de obtencdo dos compasiak e ponto de fuséo.
Produto

Rendimento Ponto de Fuséao Ponto de Fuséao

°C (Literatura) °C

1 C11H12CIN3 90 141 138
221,68 g/mol

2 C12H14CIN3 88 97 97
235,71 g/mol

3 Ci3H16CIN3 90 123 123
249,74 g/mol

4 Ci15H20CINg 80 136 135
277,79 g/mol

Devido a semelhanga estrutural dos compostos 1-4 eles possuem

espectros de IV muito parecidos, por essa razéo, escolheu-se o espectro de IV
do composto 3 como ilustracao.
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No espectro de infravermelho dos compostos obtidos, representado pelo
espectro de IV de 3 (Figura 23) observou-se a presenca das bandas em 3300
cm™ caracteristicas de estiramento de N-H de amina, em 3050 e 2930 cm™ tém-
se o0s estiramentos caracteristicos de C-H aromatico e alifatico,
respectivamente, e em 1580 cm™ ha uma banda intensa que pode ser atribuida

aos estiramentos das ligacées C-C e C-N.

20
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50
; HN/\/\/NH2

Transmitancia %

40 - N

\

Cl N

30

20
! | ! | ! | ! |
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| |
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Figura 23. Espectro de IV d&l-(7-cloroquinolin-4-il)butano-1,4-diamind

A figura 24 mostra a sobreposicdo dos espectros de RMN 'H dos
compostos 1 — 4, onde se pode observar a presenca dos sinais caracteristicos
dos hidrogénios no anel quinolinico, bem como os sinais referentes a porgéo
alifatica entre 03,43 e 1,33.
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Figura 24. Sobreposicao dos espectros de RMNios compostos (CD;0D), 2— 4(DMSO).

Devido & semelhanca estrutural dos compostos 1-4 escolheu-se os
espectros de RMN de 'H e de '*C do composto 1 para discussdo dos
resultados. Os espectros dos compostos 2-4 estdo dispostos na secéo 4.1.4 e

os dados de caracterizacdo para os compostos 1-4 encontram-se descritos na
parte experimental.

Caracterizagdo do Composto N-(7-cloroquinolin-4-il)-etanodiamina 1

No espectro de RMN de *H do composto 4-aminoquinolina 1 (Figura 25)
notou-se, além dos cinco sinais referentes aos hidrogénios da porgao
aromatica, a presenca de dois tripletos em & 3,43 e 2,97 ppm que podem ser

atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-1' e H-2’, respectivamente.
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Figura 25. Espectro de RMN de *H do compost@Ds;OD, 300MHz).

No espectro de RMN de 13C (Figura 26) do composto 1 observou-se a
presenca dos sinais referentes aos carbonos do anel quinolinico, bem como os
sinais referentes aos dois carbonos metilénicos em 0 46,1 e 40,8 ppm que

correspondem a C-1" e C-2’, respectivamente.
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Figura 26. Espectro de RMN de 3C do compas{€Ds0D, 75MHz) .

4.1.2. Sintese e caracterizagdo dos monoalcinos terminais 5-8

Os compostos 1-4 foram tratados com 2 equivalentes de brometo de
propargila e K,CO3 em EtOH a 0°C por 72h. Apés verificagdo do consumo do
material de partida por CCD (CH,CIl,/MeOH 8:2, revelador: luz UV, Rf.0,4) fez-
se extracdo liquido-liquido em CH)CI,/H,O e purificacdo através de CCS
usando um gradiente de CH,Cl,/MeOH (95:5) obtendo os compostos 5-8 em 50
a 60% de rendimento.

Todos o0s compostos foram  caracterizados por  técnicas
espectroscopicas de RAMAN ou IV, RMN de 'H e RMN de 13C e massa de alta
resolucado (HRMS).
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NH N
HN/\(CHZ){ 2 HN /\(CHz)n/ \ -
BFCHchH, K2C03
~ EtOH, 0 °C, 72h o
—
ol NZ cl N
1n=1 5n=1
2n=2 6n=2
3n=3 7n=3
4n=5 8n=5

Figura 27. Esquema de reac¢do para preparacdo dos compostasidear-cloro-N-(2-(prop-2-

inilamino)alquil)quinolina(5-8).

A tabela 3 mostra a férmula molecular, a massa molar, o rendimento e o

ponto de fusdo dos compostos 5 a 8.

Tabela 3.Dados dos compostésa 8.

Produto MM Rendimento Ponto de fusdo

5 C14H14C|N3 56% 99°C
259,73 g/mol

6 C15H16CIN3 60% 75°C
273,76 g/mol

7 C16H18CIN3 62% 72°C
315,84 g/mol

8 Ci1sH22CIN3 53% 69°C
287,79 g/mol

Os espectros RAMAN dos monoalcinos 5 - 8 sugerem a presenca do
grupamento alcino devido a presenca da banda em 3308 cm™ que pode ser
atribuida ao estiramento de C-H da porcdo alcino. Outro dado que também
sugere a presenca do grupo alcino seria a banda em 2105 cm™ caracteristica
da tripla ligacao tripla CC. Além disso, observou-se as bandas referentes a C-H
de grupo aromatico e C-H de alifatico. Na figura 28 esta apresentado o espectro
RAMAN do composto 6.
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Figura 28. Espectro RAMAN do compogio

A figura 29 mostra a sobreposicdo dos espectros de RMN 'H dos
compostos 5-8, onde se pode observar a presenca dos cinco sinais
caracteristicos dos hidrogénios no anel quinolinico, bem como a presenca da

porcao alifatica entre 63,3 e 1,3.
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Figura 29. Sobreposicao dos espectros de R¥MNios compostos — 8.

Devido a semelhanga estrutural dos compostos 5-8 escolheu-se o
composto 5 para discussdo dos resultados. Os espectros dos compostos 6-8
estdo dispostos na secdo 4.1.4 e os dados de caracterizagdo para 0sS

compostos 5-8 encontram-se descritos na parte experimental.

Caracterizagdo do composto 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-
inilamino)etil)quinolina 5

O espectro de RMN de !H evidencia a estrutura do composto 5
destacando-se, além dos sinais caracteristicos do anel quinolinico, um
multipleto em 63,51 referente aos quatro hidrogénios de H-1' e H-3' bem como

um simpleto em 0 2,63 que pode ser atribuido ao hidrogénio da posicdo H-5’

referente ao grupo alcino (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de RMN de *H do compos{@00 MHz, CROD).

No espectro de RMN de 13C destaca-se a presenca dos sinais referentes
aos carbonos do grupo alcino C-4’ e C-5’, em 082 e 73 respectivamente, bem
como os sinais caracteristicos do anel quinolinico e também dos carbonos C-1’,
C-22 e C-3 (Figura 31) evidenciando a formacdo do derivado

aminoalcinoquinolinico.
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Figura 31. Espectro de RMN de 13C do compds{@5 MHz, CROD).

4.1 3. Sintese e caracterizac¢do dos dialcinos terminais 9-12

Para obtencdo dos derivados dissubstituidos foram adicionados 4
equivalentes de brometo de propargila, na presenca de K,CO3z; em EtOH a 0°C,
as 4-aminoquinolinas 1 - 4. Deixou-se a mistura reagente sob agitacdo
constante a t.a. por 72h e, apos verificacdo do consumo do material de partida,
via CCD (CH,Cl,/MeOH 8:2, revelador: luz UV, Rf: 0,7) fez-se extracao liquido-
liguido em CH,Cl,/H,O e evaporacédo da fase organica. O residuo formado foi
purificado através de CCS usando um gradiente de CH,Cl,/MeOH resultando
na obtencdo dos compostos 9-12 com 50 a 60% de rendimento (Figura 32).

Todos o0s compostos foram  caracterizados por técnicas
espectroscopicas de RAMAN ou IV, RMN de 'H e RMN de 13C, espectrometria
de massas de alta ou baixa resolugao.
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NH N
HN/\(CHZ){ ? HN /\(on)n/
BFCHchH, K2CO3
N EtOH, 0 - 25°C, 72h_ N
cl NZ o N
1n=1 9n=1
2n=2 10 n=2
3n=3 11 n=3
4n=5 12n=5
Figura 32. Esquema de obtencéo dos 4-amino-7-cloro-N-(2-diffo

inilamino)alquil)quinolina(9 - 12).

A férmula molecular, massa molar, rendimento e ponto de fusdo dos

compostos 9 a 12 estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4.F6rmula molecular, massa molar, rendimento e pal®dusdo dos compostos
9al2

Produto MM Rendimento Ponto de fuséo

9 C17H16CIN3 58% 103°C
297,78 g/mol

10 C1sH18CIN3 54% 75°C
311,81 g/mol

11 C19H20CIN3 50% 96°C
325,83 g/mol

12 C21H24CIN3 60% 87°C
353,89 g/mol

Devido & semelhanca estrutural dos compostos 9-12 escolheu-se o
composto 9 para discusséo dos resultados. Os espectros dos compostos 10-12
estédo dispostos na sec¢éo 4.1.4 e o dados de caracterizacdo para 0s compostos

9-12 encontram-se descritos na parte experimental.
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Caracterizagdo do Composto N-(2-(di(prop-2-inil)amino)etil)-7-
cloroquinolin-4-amina 9

A andlise do espectro de RMN de *H mostra os cinco sinais referentes
ao anel quinolinico entre 66,37 e 8,53, os dois sinais caracteristicos dos grupos
metilénicos das posicdes 1’ e 2’, em 03,32 e 304, respectivamente. O sinal em
0 3,52 pode ser atribuido aos grupos metilénicos de H-3’ e H-3". Por fim, em o

2,30 tem-se um sinal que pode ser atribuido aos dois hidrogénios (H-5" e H-5")

dos grupos alcino (Figura 33).

a8 BEER REARD 8 3 2% h3zE8  A5A
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Ll I\ i _| " J '\._ e ) w LL_.- 'u_ ST | | JlL —
F
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L3 a0 a5 8.4 75 7.0 6.5 6.0 35 45 40 3.5 30 Z5 20 1.5 1.0 6!

=¥ 1]
11 {pm)

Figura 33. Espectro de RMN de *H do compa8t@DCl;, 300MHz).

No mapa de contornos COSY (Figura 34) foi possivel correlacionar os
hidrogénios metilénicos H-1’ (em 63,32 ppm) com sinal referente ao hidrogénio
N-H (em 05,81), além da correlacéo entre os hidrogénios do anel quinolinico de

H-3 (em 96,37 ppm) com H-2 (em 08,53 ppm).
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Figura 34. Mapa de contornos homonuclear COSY do com@&60 MHz, CDG).

O espectro de RMN de 13C J-mod do composto 9 (Figura 35) evidencia a
presenca do grupo propargilico na molécula devido a presenca dos sinais em 0
78; 73 e 42 que podem ser atribuidos aos carbonos das unidades propargilicas
C-4 e C-4", C-5 e C-57, C-3' e C-3", respectivamente.

J-mod é um método 1D usado para espectros de RMN de carbono-13. O
aparelno pode ser ajustado para produzir 0S espectros em que as
multiplicidades diferentes produzem diferentes respostas. Um resultado tipico
seria fornecer espectros em que os sinais de CH,; e de carbonos néo

hidrogenados tém fase oposta as ressonancias de CH e CHz.
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armleart3? 5 (13C) COCI3 300MHz

| § i 55 j 2
c 7 N/2 2 1
4 .
9 1o
h | | JLL

Figura 35. Espectro de RMN de 13C J-mod do comp8gitbMHz, CDCY).
As atribuicdes dadas ao espectro de RMN de **C de 9 sdo condizentes
com a estrutura da molécula e foram feitas com o auxilio do mapa de contornos
HSQC (Figura 36).

H-3""H-3"

: Hz
ws HEHs H-3 H_1_l
‘ H-6
l | I Vo
1 i —
— 33 P
T
I
C-5C-5

Figura 36. Mapa de contornos HSQC do compodto
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O espectro de massa de alta resolucdo (HRMS) do composto 9 (Figura
37) apresentou um sinal em 298,1116 m/z, correspondente a [M+H]",
(calculado 298,1111 m/z) que esta de acordo com o valor tedrico evidenciando

a massa molar do composto 9.

Elemental Compesition Re pont

Single Mass Analysis
Tolerarce= 50PPM / DBE: min=-1.5 max = 1300
lzotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Mancisotopic Mass, Odd ard Been Electron lons
118 famnulalz) evabated with 1 resuls within mits (2l results (up to 10020 ke 2ach mass)

ARAT T Sapi 2011 I MeDH
TTHR102 109 52,4220 AM (Tog, 4, An 00000, 1072 26, 1.00,L3 100; Sm (W, 40l 00020 11 4000 5 30 (1,40000 5 Cm (108111 1: TOF ME ES+

100 Fo8.11E )

B00C10an

2B, I1LE 20€.1111 2.5 L& HE L C17 HLT M2

Figura 37. Espectro de massas HRMS do comp@sto

As tabelas 5 e 6 mostram a andlise de RMN de 'H e de '*C dos
derivados mono e dialcinos com espacadores contendo 2 ou 3 atomos de
carbono entre as diaminas (alcinos 5, 6, 9, 10), bem como de seus respectivos
precursores N-(7-cloroquinolin-4-il)-etanodiamina 1 e N-(7-cloroquinolin-4-il)-
propanodiamina 2. As tabelas 7 e 8 mostram, por sua vez, os dados de RMN de
'H e de *C dos derivados 4-aminoquinolinicos com variacdo de quatro e seis
carbonos entre as diaminas e seus analogos mono e dialcinos (compostos 3, 4,
7,8,11 e 12).
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Tabela 5.Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN des compostas (CD;0D), 2 (DMSO-ds), 5 (CD;0D), 6 (CD;0D), 9(CDCls) e 10 (CDCly).

Composto Anel quinolinico Porcéo alifatica entre as aminas Grupo propargilico
s . s H-2 H-3 H-5 H-6 H-8 H-1’ H-2’ H-3’ CH, CH
6 N
z Py
Cl s 9N
1 6,53 (1H, 8,08 (1H, d, 7,37 (1H, d, 7,74 3,43 2,97 - - -
R\/\ 8,31 (1H, d, d,J=6,0 J=9,0 Hz) J=9,0 Hz) (1H, s) (2H, m) (2H, m)
' J=6,0 Hz) Hz)
5 _
s w =
/\// 8,35(1H,d, 6,67 (1H,d, 8,09 (1H,d, 7,37 (1H, d, J=6 7,75 3,48 3.01 3,48 2,63
J=3,0 Hz) J=3,0 Hz) J=9,0 Hz) Hz) (1H, s) (2H, m) (2H, m) (2H, s) (1H, s)
9 _
. = 853(1H,d, 6,39(1Hd, 7,74 (1H,d, 7,36 (1H, dd, 7,95 (1H, d, 3,32 3.04 3,52 2,63
S e
e = J=6,0Hz) J=6,0 Hz) J=8,9 Hz) J'=8,9 Hz, J*= J=21Hz) (2H,dt, J'=45; I*=6,4) (2H, 1, J=6,8) (4H,d, J=2,4Hz) (2H,t, J=2,4
2,1 Hz) Hz)
2
o /\/\ 8,37 (1H,d, 6,48(1H,d, 8,23(1H,d, 7,44 (1H, d,J=9,0 7,78 3,06 1,72 2,68 . o
J=6,0 Hz) J=6,0 Hz) J=9,0 Hz) Hz) (1H, s) (2H, m) (2H, m) (2H, m)
6
S/ 813(1H) 6,31 (1H) 7,83 (1H,d, 7,19 (1H,d, J= 7,54 3,21 1,69 2,53 2,45 3,09
z N\
" J=9,0 Hz) 9,0 Hz) (1H, s) (2H, m) (2H, m) (2H, m) (2H, s) (1H, s)
10
WA/ 849(1H,d,  6,35(1H,d, 7,74 (1H,d, 7,30 (1H, dd, 7,97 (1H,d, 3,43 (2H,dt, J'=4,9; 3= 1,95 (2H,t, J=5,5) 2,85 (2H, t, 3,58 (4H, d, 2,31
= J=55Hz) J=5,5 Hz) J=8,9 Hz) J'=8,9 Hz, J*= J=2,0 Hz) 5,5) J=5,5) J=2,3 Hz) (2H,1,J=2,3
2,0 Hz) Hz)
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Tabela 6 Deslocamentos quimicos nos espectros de RMCdins compostds(CD;0D), 2 (DMSO-dg), 5 (CD;0D), 6 (CD;0D), 9 (CDCL;) e 10(CDCly).

Composto Anel quinolinico Porcao alifatica Grupo propargilico

entre as aminas

P C-2 C3 C4 C-5 C-6 c-7 C8 C9 C-10 C1 C-2 C-3 CH; CCH CH

cl 5 9°N
1

R:HN\/T\NHz 152,5 99,8 149,6 127,6 124,4 118,6 127,6 136,4 104,0 46,1 40,8 . . . .
5
1 H %

R/\/\/ 152,3 99,8 152,8 126,2 124,4 136,5 127,5 1495 118,8 47,3 38,4 - 30,8 82,0 73,5
9

R - 151,8 99,1 149,6 125,2 121,3 134,8 128,4 148,8 117,1 39,6 50,0 - 42,2 78,3 73,6
2

e NN 151,9 985 150,1 1239 123,9 1333 1274 1490 117,4 406 31,2 39,5 . . .
6

p/\/\\ - 152,0 99,7 153,1 126,3 124,5 136,7 127,2 149,0 118,7 429 26,4 52,3 42,9 79,2 75,1
10

ren NN - 1515 98,3 150,55 124,9 122,1 134,8 1279 1485 117,3 435 24,2 52,7 42,0 78,0 73,6
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Tabela 7.Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN des composta3 (CD;0D) , 4 (DMSO-dg), 7 (CDCl), 8 (CD;0D), 11 (CDCly), e 12(CDCly).

Composto Anel quinolinico Porgao alifatica entre as aminas Grupo
\ propargilico
N
g e H-2 H-3 H-5 H-6 H-8 H-1’ H-2’ H-3’ H-4 H-5 H-6 CH; CH
cl N
8
3 R=
B . 8,45 (1H, d, J= 6,50 (1H, d,J=6,0 8,35 (IH, d, 7,50 7,84 2,84 1,51 1,71 (2H, m) 2,64 _ _ _ _
NH, _ —
HN/\/\{ 6,0 Hz) Hz) J=9,0 Hz) (1H, d, J=9,0 (1H,5s) (2H, m) (2H, m) (2H, m)
z Hz)
7 R=
. 8,46 (1H, d, J= 6,32 (1H, d, J= 7,71 (1H, d, 7,29 (I1H, dd, 7,89 325 (2H, dt, J= 181 (2H, qui, 1,66 (2H, 2,75 _ _ 3,42 2,23
/1'\/3'\// 6,0 Hz) 3,0 Hz) J=9,0 Hz) J'=9,0 (1H, s) 6Hz) J'=6,0Hz qui,J=6,0Hz) (2H, t, J= (2H, d, J= 30 (1H, t, J=
HN’ \ —_
zoe — Hz, J°= 3,0Hz) J?=9,0Hz) 6,0 Hz Hz) 3,0 Hz)
11 R=
__ 847 (1H,d, J= 639 (IHd, J= 7,79 (1H, d, 7,35 7,95 334 (2H, dt, 1,87 (2H, qui, J= 1,69 2,62 _ _ 3,45 2,27
AAUA 5,42 Hz) 5,65Hz) J=885Hz) (1H, dd, J= (1H, d, J= J'=7,0 Hz, J= 7,0Hz) (2H, qui, J=7,0 (2H, t, J= (4H, d, 9= 2,4 (2H, t, Y=
HN —_
z# = 8,85Hz, J= 226Hz)  4,9Hz) Hz) 7,0 Hz) Hz) 2,4 Hz)
2,26 Hz)
4 R=
. s 8,37 (1H, d, J= 6,45 (1H,d,J=3,0 827 (IH, d, 7,42 (1H, 7,76 3,25 1,33 1,33 1,33 (2H, 167 3,25 _ _
W TN 30H) Hz) J=90Hz)  ddJ=90 Hz, (IH,s) (2H, m) (2H, m) (2H, m) m) @Hm)  (2H, m)
S . .
J?=3,0 Hz)
8 R= 7,73
i 831 (1H, d, J= 6,31 (1H, d, J= 812 (1H, d, 7,40 (1H, d, J= (1H,s) 2,62 1,75 1,48 1,48 1,48 2,50 3,40 3,35
1 3 5" /
w N NN 6,0H2) 6,0 Hz) J=9,0 Hz) 9,0 Hz) (2H,t,J=6,0Hz) (2H, m) (2H, m) (2H, m) (2H, m)  (2H, m) (2H, s) (1H, s)
12 R=
__ 849 (I1H,d, J= 640 (I1H, d, J= 7,74(1H, d, 7,35 (I1H, dd, 7,95 3,32 1,76 1,47 1,47 1,47 2,54 (2H, 3,58 2,31
WSS 55H2) 5,5 Hz) J=8,9 Hz) J'=89 Hz, = (IH, d, J= (2H, dt, J'= 7,0 (2H, qui, J= 7.0 (2H, m) (2H, m) @H,m) t, J= 70 (H d, %= 23 (@H, t, ‘=
- 1,8 Hz) 1,8 Hz) Hz; J=5,3Hz) Hz) Hz) Hz) 2,3 Hz)
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Tabela 8.Deslocamentos quimicos nos espectros de RMNQldos composto8 (CD;0D) , 4 (DMSO-dg), 7 (CDCls), 8 (CD;OD), 11 (CDCl), e 12

(CDCLy).
Composto Anel quinolinico Porcéo alifatica entre as aminas Grupo propargilico
\‘3
: , c2 (€3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C1 C2 C3 C4 CH Co6 CH, cCcH ccH
@] 9 °N
3 R=
AA_ e 1518 986 1501 1241 1239 1333 1274 1491 1174 424 307 253 414 _ _ _ _ _
2 4
7 R=
e/ 1520 989 1501 1252 1216 1350 1286 1491 1174 383 276 264 480  __ __ 433 818 71,9
11 R=
. = 1513 985 1498 1248 121,3 1355 1278 1483 1168 427 258 246 515  __ _ 41,7 780 73,1
W NN
4 R=
A A A _w 1513 980 1495 1248 121,2 1328 1270 1486 1169 418 273 261 257 328 411 _ _
2 & 6
8 R=
i /\NV/ 1510 1000 1539 1264 1249 1374 1270 1481 1186 444 296 282 293 282 540 430 793 75,1
12 R=
. s s / 151,3 988 150,1 1262 1262 1350 1280 1483 1169 43,1 286 269 27,2 269 52,6 420 787 73,0
W NN
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Segdo de Espectros dos Derivados Aminoquinolinicos (2 - 4),

4.1.4.
Aminoalcinoquinolinicos (6 - 8) e Aminodialcinoquinolinicos (10 - 12).

4.1.4.1. Segdo de espectros das aminoquinolinas 2-4

Composto N-(7-cloroquinolin-4-il)-propanodiamina 2

spettrlrm 19 (TH) 300MHzZ

T T
55 4.5

Figura 38. Espectro de RMN de *H do compo2i®MSO-¢, 300MHz).
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Figura 39. Espectro de RMN de 13C do compd{®MSO- ¢, 75MHz).

Composto N-(7-cloroquinolin-4-il)-butanodiamina 3

spectrum 1.1 (1H) 300MHz
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AN ,
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A
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Figura 40. Espectro de RMN de *H do compo3{®@MSO-¢, 300MHz).
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Figura 41. Espectro de RMN de 3C do compd{®MSO-d, 75MHz).

Composto N-(7-cloroquinolin-4-il)-hexanodiamina 4
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Figura 42. Espectro de RMN de *H do compo$t®MSO-¢, 300MHz).
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Figura 43. Espectro de RMN de 13C do compos{®MSO- ¢, 75MHz).

4.1.4.2. Segdo de espectros das aminoalcinoquinolinas 6 - 8

Composto 4-amino-7-cloro-N-(3-(prop-2-inilamino)propil)quinolina 6

SEECTPUNT 157 (THI SUUMHE

i
| EI
Cow ] _
- nJLJLJhLmJL—»—~ S=— %LJL L A.JL_, _____
g l; j R W R N A N S Y S SO S S e R

Figura 44. Espectro de RMN de *H do compo8t{@00 MHz, CROD).
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Figura 45. Espectro de RMN de 13C do compd3{@5 MHz, CROD).

Composto 4-amino-7-cloro-N-(4-(prop-2-inilamino)propil)quinolina 7
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Figura 46. Espectro de RMN de *H do compogi{@00 MHz, CDJ)).
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Figura 47.Espectro de RMN déC do compost@ (75 MHz, CDC)).

Composto 4-amino-7-cloro-N-(6-(prop-2-inilamino)hexil)quinolina 8
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Figura 48. Espectro de RMN de *H do compo8{@00 MHz, CROD).
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Figura 49. Espectro de RMN de 13C do compd3{@5 MHz, CROD).

4.1.4.3. Segdo de espectros das aminodialcinoquinolinas 10 - 12.

Composto  N-(3-(di(prop-2-inil)amino)propil)-7-cloroquinolin-4-amina 10
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Figura 50. Espectro de RMN de *H do compo$6{CDCl;, 300MHz).
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Figura 51. Mapa de contornos homonuclear COSYL8¢300 MHz, CDG)).
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Figura 52. Espectro de RMN de 3C J-mod do compastty5MHz, CDC}).
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Figura 53. Mapa de contornos HSQC do compdkio
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Composto N-(4-(di(prop-2-inil)amino)butil)-7-cloroquinolin-4-amina 11
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Figura 55. Espectro de RMN de *H do compo$iqCDCl;, 300MHz).
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Figura 57. Espectro de RMN de 3C J-mod do comp@dttyr5MHz, CDC}).
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Figura 58. Espectro de massas HRMS do compasto
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4.2. Parte Experimental
4.2.1. Métodos Gerais

Reagentes e solventes

Os reagentes comerciais foram adquiridos a partir de Acros Organics,
Vetec ou Aldrich e usados sem purificacdo adicional.

Os solventes utilizados na extracdo e purificagdo por meio de
cromatografia sdo de qualidade "para sintese" (SDS), e sdo usados sem
qualquer purificagcdo prévia. Nos procedimentos de purificacdo, por extragdo ou
coluna cromatografica, foram utilizados solventes P.A.

Cromatografia

Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-
0,200mm (70-230 mesh ASTM) (MERCK). Para cromatografia em camada
delgada de silica utilizou-se silica-gel 60G MERCK em laminas de vidro.

Nos procedimentos de purificacdo, por extracdo ou coluna cromatografica,
foram utilizados solventes P.A.

Como reveladores para cromatografia em camada delgada foram

utilizados solugéo etandlica de acido sulfarico a 20% v/v e luz ultravioleta.

Faixa de Fusdo

As medidas das faixas de fusdo apresentadas neste trabalho foram
obtidas em aparelho digital MQAPF-Microquimica no Departamento de
Quimica, ICE, UFJF.

IV e RAMAN

Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho foram registrados
em espectrometro BOMEM-FTIR MB-102, no Departamento de Quimica, ICE,
UFJF.

Os espectros obtidos pelo método de espalhamento Raman foram
registrados em RAMAN Brucker modelo FRS com Ft, linha de excitacdo
1064nm, no Departamento de Quimica, ICE, UFJF.
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RMN

Os espectros de RMN de 'H e **C, foram obtidos em espectrometro
BRUKER AVANCE DRX300, no Departamento de Quimica, ICE, UFJF.

Também foram obtidos espectros de RMN de *H e *C (Jmod), além dos
mapas de contornos COSY, HSQC e HMBC no “Institut de Chimie Moléculaire
de Reims, Université de Reims Champagne Ardenne-CNRS” Reims — Franga.

Espectrometria de massas

Os espectros de massa por ionizacao por electrospray (IES) de baixa e
alta resolucdo (HRMS) foram registados em um Q-TOF Micro Micromass,
equipado com uma fonte de electrospray (modo positivo ou negativo no “Institut
de Chimie Moléculaire de Reims, UMR 6229 Université de Reims Champagne

Ardenne-CNRS”, Reims — Francga). Os sinais sao descritos em razédo m/z.

Por razbes didaticas, para a atribuicdo dos sinais nos espectros de RMN
de 'H e de **C, foram utilizadas numeracdes para os atomos de hidrogénio e de
carbono dos compostos sintetizados, as quais podem n&o corresponder

aguelas utilizadas na nomenclatura IUPAC.
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4.2.2. Sintese dos Derivados N-(7-cloroquinolin-4-il)-diaminoalcanos 1-4

NH
HN/\(CHz)n/ ?

AN 1n=1

| 2n=2

3n=3

cl N 4n=5

Figura 63. Derivados N-(7-cloroquinolin-4-il)-diaminoalcano$-4.

Uma mistura de 4,7-dicloroquinolina (2,0 g, 10,1 mmol) com 50 mmol do
diaminoalcano correspondente (etanodiamina, propanodiamina, butanodiamina
ou hexanodiamina) foi deixada sob aquecimento a 80°C por 1 hora em agitacao
e, posteriormente, elevou-se a temperatura para 110°C por 3 horas até que se
completasse a reagao que foi acompanhada por CCD.

Em seguida, adicionou-se CH,Cl, (200 mL) e fase organica foi lavada
sucessivas vezes com solucédo aquosa de NaOH (5%) e finalmente com agua e
NaCl. O solvente organico foi removido sob pressao reduzida e os compostos
foram obtidos com rendimentos em torno de 80%.

As caracterizagOes estdo de acordo com dados da literatura (SOLOMON
et al, 2005; PORE et al, 2006; SOLOMON et al, 2007; CARMO, 2007,
NATARAJAN et al, 2008).

Caracterizagdo do N-(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina 1

Figura 64. Estrutura do N-(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diama 1.

FM= C11H12CIN3

MM= 221,69 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo
Ponto de fusado: 141°C
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Rf= 0,2 (MeOH/CH.CI, 2:8) Revelador=lampada U.V.

IV (KBr) v (cm™): 3251 (estiramento N-H), 3053 (estiramento C-H aromatico),
2931 (estiramento C-H alifatico), 1583 (estiramento C=C e C-N).

RMN de *H (300 MHz, CDsOD) & (ppm), J (Hz): 8,31 (1H, d, J= 6,0 Hz, H-2);
8,08 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-5); 7,74 (1H, s, H-8); 7,37 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-6); 6,53
(1H, d, J= 6,0 Hz, H-3); 3,43 (2H, m, H-1); 2,97 (2H, m, H-2).

RMN de 13C (75 MHz, CD30D) & (ppm): 152,5 (C-2); 149,8 (C-4); 138,4 (C-9);

127,6 (C-7); 126,1 (C-8); 124,4 (C-6); 118, 8 (C-5); 104,3 (C-10); 99,78 (C-3);
46,1(C-1"); 40,8 (C-2)).

Caracterizagdo do N-(7-cloroquinolin-4-il)propano-1,3-diamina 2

Figura 65. Estrutura do N-(7-cloroquinolin-4-il)propano-1,3athina2

FM= C;,H14CIN3

MM= 235,09 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo

Ponto de fuséo: 97°C

Rf= 0,2 (MeOH/CH,CI, 2:8) Revelador=lampada U.V.

IV (KBr) (cm ™): 3352 (estiramento N-H), 3053 (estiramento C-H aromatico),
2933 (estiramento C-H alifatico), 1585 (estiramento C=C e C-N).
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RMN de *H (300 MHz, DMSO- dg) &(ppm), J (Hz): 8,37 (1H, d, J= 6,0 Hz, H-2);
8,23 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-5); 7,78 (1H, s, H-8); 7,54 (2H, m, NH); 7,44 (1H, d, J=
9 Hz, H-6); 6,48 (1H, d, J= 6,0 Hz, H-3); 3,06 (2H, m, H-1); 2,68 (2H, m, H-3");
1,72 (2H, m, H-2).

RMN de =2C (75 MHz, DMSO-de) J(ppm): 151,8 (C-2): 150,0 (C-4); 148,8 (C-9);

130,2 (C-7); 127,4 (C-8); 128,6 (C-6); 117, 8 (C-5); 99,78 (C-3), 40,6(C-1"), 39,5
(C-3), 31,2 (C-2).

Caracterizagdo do N-(7-cloroquinolin-4-il)butano-1,4-diamina 3

Figura 66. Estrutura do N-(7-cloroquinolin-4-il)butano-1,4-diana 3.

FM= C;3H16CIN3

MM= 249,74 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo

Ponto de fuséo: 123°C

Rf= 0,2 (MeOH/CH.CI, 2:8) Revelador=lampada U.V.

IV (KBr) (cm ™): 3228 (estiramento N-H), 3053 (estiramento C-H aromatico),
2929 (estiramento C-H alifatico), 1581 (estiramento C=C e C-N).

RMN de *H (300 MHz, DMSO- dg) (ppm), J (Hz): 8,45 (1H, d, J= 6,0 Hz, H-2);
8,36 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-5); 7,84 (1H, s, H-8); 7,50 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-6); 6,50
(1H, d, J= 6,0 Hz, H-3); 2,85 (2H, m, H-1"); 2,64 (2H, m, H-4); 1,71 (2H, m, H-
2); 1,53 (2H, m, H-3).
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RMN de 13C (75 MHz, DMSO- dg) &(ppm): 151,9 (C-2); 150,1 (C-4); 149,1 (C-
9); 133,1 (C-7); 127,4 (C-8); 124,1 (C-6); 117,5 (C-5); 99,6 (C-3); 42,4 (C-1));
41,3 (C-4’); 30,7 (C-3'); 26,3 (C-2).

Caracterizagdo do N-(7-cloroquinolin-4-il)hexano-1,6-diamina 4

Figura 67. Estrutura do N-(7-cloroquinolin-4-il)hexano-1,6-amena4.

FM= C15H20CIN3

MM= 277,79 g/mol

Caracteristica fisica= solido amarelo

Ponto de fuséo: 136°C

Rf= 0,2 (MeOH/CH,Cl,) Revelador=lampada U.V.

IV (KBr) (cm ™): 3305 (estiramento N-H), 3080 (estiramento C-H aromatico),
2933 (estiramento C-H alifatico), 1579 (estiramento C=C e C-N).

RMN de *H (300 MHz, DMSO- dg) d(ppm), J (Hz): 8,37 (1H, d, J= 3,0 Hz, H-2);
8,29 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-5); 7,76 (1H, d, J= 3,0 Hz, H-8); 7,44 (1H, m, NH);
7,42 (1H, dd, Js.6= 9,0 Hz, Js.6= 3,0 Hz H-6); 6,45 (1H, d, J= 3,0 Hz, H-3); 3,25
(4H, m, H-1", H-6); 1,65 (2H, m, H-5); 1,33 (6H, m, H-2’, H-3', H-4).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO- dg) J(ppm): 151,3 (C-2); 149,5 (C-4); 149,6 (C-

9); 132,7 (C-7); 126,9 (C-8); 123,6 (C-6); 116,9 (C-5); 98,0 (C-3), 41,8 (C-1),
41,1 (C-6"), 32,8 (C-5)), 27,3 (C-2); 26,1 (C-3"); 25,7 (C-4).
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4.2.3. Sintese dos derivados aminoalcinoquinolinicos 5-8

PN /H\/

HN (CH2)n
X 5n=1
6 n=2
7 n=3
/ =
cl N 8 n=5

Figura 68. Estrutura dos derivado$-amino-7-cloro-N-[(prop-2-inilamino)alquillquinofia 5-8.

Em um baldo de 50 mL adicionou-se a aminoquinolina (3,8 mmol)
correspondente (1, 2, 3 e 4) em etanol (10 mL), prosseguiu-se com adi¢cao de
carbonato de potassio (11,5 mmol) e brometo de propargila (7,7 mmol) a 0°C.
Manteve-se a mistura reagente sob agitacdo constante a temperatura ambiente
por 48 horas. Através de CCD, verificou-se a formagdo de um produto mais
apolar. O solvente organico foi removido sob presséo reduzida. Adicionou-se 30
mL de CH,Cl, e realizou-se extracao liquido/liquido em CH,Cl,/H,O. Apds
destilacdo da fase organica realizou-se purificacdo através de CCS usando uma
mistura em escala gradiente de polaridade de CH,Cl,/MeOH. Os compostos 5-8

foram obtidos com rendimentos entre 48 e 50%.

Caracterizagdo 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-inilamino)etil) quinolina 5

Figura 69. Estrutura do4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-inilamino)etil) quiniola 5

FM= C14H14CIN3

MM= 259,73 g/mol

Caracteristica fisica= 6leo

Rf= 0,4 (MeOH/CH,CI, 2:8) Revelador=lampada U.V.
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Raman (cm™): 3310 (estiramento de C-H alcino), 3060 (estiramento C-H
aromatico), 2942 C-H (estiramento C-H alifatico), 2111 (estiramento CC alcino),
1580 e 1368 (estiramento C=C e C-N).

RMN de *H (300 MHz, CDsOD) & (ppm), J (Hz): 8,36 (1H, d, J= 3,0 Hz, H-2);
8,10 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-5); 7,75 (1H, s, H-8); 7,37 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-6); 6,67
(1H, d, J= 3 Hz, H-3); 3,50 (4H, m, H-1' e H-3); 3,01 (2H, m, H-2"); 2,63 (1H, s,
H-5).

RMN de 2C (75 MHz, CDsOD) & (ppm): 152,8 (C-4); 152,3 (C-2); 149,5 (C-9);
136,5 (C-7); 127,5 (C-8); 126,2 (C-6); 124,4 (C-5); 99,8 (C-3); 82,0 (C-4"); 73,5

(C-5); 47,3 (C-17); 43,3 (C-2'); 30,9 (C-3)).

Caracterizacdo do 4-amino-7-cloro-N-(3-(prop-2-inilamino)propil) quinolina 6

Figura 70. Estrutura do 4-amino-7-cloro-N-(3-(prop-2-inilamiypyopil) quinolina6

FM= C15H16CIN3

MM= 273,76 g/mol

Caracteristica fisica= 6leo

Rf= 0,4 (MeOH/CH,CI, 2:8) Revelador=lampada U.V.

Raman (cm™): 3069 (estiramento C-H aromatico), 2942 (estiramento C-H
alifatico), 2124 (estiramento CC alcino), 1619 e 1374 (estiramento C=C e C-N).

RMN de tH (300 MHz, DMSO- dg) d(ppm), J (Hz): 8,11 (1H, d, J= 3,0 Hz, H-2);
7,81 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-5); 7,52 (1H, s, H-8); 7,17 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-6); 6,29
(1H, d, J= 6,0 Hz, H-3); 3,19 (2H, m, H-1); 3,07 (1H, s, H-6"); 2,51 (2H, m, H-3");
2,44 (2H, s, H-4%); 1,68 (2 H, m, H-2).
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RMN de 13C (75 MHz, DMSO- dg) J(ppm): 153,1 (C-4): 152,0 (C-2); 149,0 (C-
9); 136,7 (C-7); 127,2 (C-8); 126,3 (C-6); 124,5 (C-5); 118,7 (C-10); 99,7 (C-3);
79,2 (C-5Y): 75,1 (C-6); 52,3 (C-3"); 42,9 (C-4"); 42,8 (C-1’); 26,41 (C-2)).

Caracterizacdo do 4-amino-7-cloro-N-(4-(prop-2-inilamino)butil) quinolina 7

Figura 71. Estrutura do 4-amino-7-cloro-N-(4-(prop-2-inilamiyimutil) quinolina7

FM= C16H15CIN3

MM= 287,79 g/mol

Caracteristica fisica= solido amarelo

PF. 72 °C

Rf= 0,4 (MeOH/CH,CI, 2:8) Revelador=lampada U.V.

IV (KBr) v (cm™): 3404 (estiramento NH), 3274 (estiramento C-H alcino), 3060
(estiramento C-H aromatico), 2929 (estiramento C-H alifatico), 2357
(estiramento CC alcino), 1569 (estiramento C=C e C-N).

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) J (ppm), J (Hz): 8,46 (1H, d, J= 6,0 Hz, H-2);
7,89 (1H, d, Jg6= 3,0 Hz, H-8); 7,71 (1H, d, J= 9,0 Hz, H-5); 7,29 (1H, dd, Js6=
9,0 Hz, Jg= 3,0 Hz, H-6); 6,32 (1H; d; J= 3,0 Hz, H-3); 3,42 (2H, d, J= 3,0 Hz,
H-5"); 3,25 (2H, dt, J'= 6 Hz, J°= 9,0 Hz, H-1"); 2,75 (2H, t, J= 6,0 Hz, H-4"); 2,27
(1H, t, J= 3,0 Hz, H-7’); 1,81 (2H, p, J= 6,0 Hz, H-2’); 1,66 (2H, p, J= 6,0 Hz H-
3").

RMN de 2C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 152,6 (C-2); 150,1 (C-4) ; 149,1 (C-9) ;
135,0 (C-7) ; 128,6 (C-8) ; 125,2 (C-5) ; 121,6 (C-6) ; 117,4 (C-10) ; 98,9 (C-3);
81,8 (C-6") ; 71,9 (C-7’) ; 48,0 (C-4) ; 43,3 (C-5) ; 38,3 (C-1)) ; 27,6 (C-2") ; 26,4
(C-3).
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Caracterizagdo 4-amino-7-cloro-N-(6-(prop-2-inilamino)hexil) quinolina 8

Figura 72. 4-amino-7-cloro-N-(6-(prop-2-inilamino)hexil) quilica 8

FM= C1gH2,CIN3

MM= 273,76 g/mol

Caracteristica fisica= oleo

Rf= 0,4 (MeOH/CH,CI, 2:8) Revelador=lampada U.V.

Raman (cm™): 3079 (estiramento C-H aromatico), 2932 (estiramento C-H
alifatico), 2130 (estiramento CC alcino), 1631 e 1374 (estiramento C=C e C-N).

RMN de *H (300 MHz, DMSO- dg) d(ppm), J (Hz): 8,31 (1H, d, J= 6,0 Hz, H-2);
8,12 (1H, J= 8,4 Hz, H-5); 7,73 (1H, s, H-8); 7,40 (1H, dd, J= 8,3 Hz, H-6); 6,31
(1H, d, J= 6,1 Hz, H-3); 3,40 (2H, s, H-7"); 3,35 (1H, s, H-9); 2,62 (2H, t, J= 6,0
Hz, H-1'): 2,50 (2H, m, H-6"); 1,75 (2 H, m, H-2"); 1,48 (6H, m, H-3', H-4’ e H-5).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO- dg) J (ppm): 153,9 (C-4); 151,0 (C-2); 148,1 (C-
9); 137,4 (C-7); 126,9 (C-8); 126,6 (C-6); 124,8 (C-5); 118,6 (C-10); 99,9 (C-3);
79,3 (C-8); 75,1 (C-9); 54,0 (C-6'); 44,4 (C-1'); 42,9 (C-7’); 29,5 (C-2’); 29,3
(C5); 28,4 (C-3"); 28,2 (C-4).
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4.2.4. Sintese dos derivados diaminoalcinoquinolinas 9-12

~
HN/\(CHZ)n —
X 9 n=1
10 n=2
11 n=3
= =
ol N 12 n=5

Figura 73. Estrutura dost-amino-7-cloro-N-[(di(prop-2-inilamino)alquil] quiolina 9-12

Procedimento geral de sintese do 4-amino-7-cloro-N-[(di(prop-2-

inilamino)alquil] quinolina 9-12

Os derivados aminoquinolinicos 1 a 4 (6,8 mmol) e brometo de
propargila (27,2 mmol), na presenca de K,CO3z (1,8 g, 13,6 mmol), foram
dissolvidos em EtOH (5,0 mL). A mistura de reacao foi mantida sob agitacédo a
0°C e posteriormente a 25 °C por 72 h. O solvente foi removido sob pressao
reduzida e o residuo obtido foi purificado por CCS (eluente: MeOH/CH,CI,)

levando a obtencéo dos compostos 9 a 12, respectivamente.

Caracterizagdo do N-(2-(di(prop-2-inil)amino)etil)-7-cloroquinolin-4-amina 9

»
N
a

Figura 74. Estrutura do N-(2-(di(prop-2-inil)Jamino)etil)-7-ctoquinolin-4-aminad

Rendimento: 58%
FM= Cl7H160IN3
MM= 297,78 g/mol

Caracteristica fisica= s6lido amarelo PF: 103 °C
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IV (KBr) v (cm™): 3416 (estiramento NH), 3301 (estiramento de CH alcino),
3080 (estiramento C-H aromatico), 2950 (estiramento C-H alifatico), 1582
(estiramento C=C e C-N).

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) d(ppm), J (Hz): 8,53 (1H; d; J= 6,0 Hz; H2); 7,95
(1H; d; J=2,1; H8); 7,74 (1H; d; J= 9,0 Hz; H5); 7,36 (1H; dd; J= 9,0 Hz; J= 2,1,
H6); 6,39 (1H; d; J= 6,0 Hz; H3); 3,52 (4H; d; J= 2,4 Hz; H3' e H3"); 3,32 (2H; dt;
J= 4,5 Hz; J= 6,8 Hz; H1’); 3,04 (2H; t; J= 6,8 Hz; H2); 2,63 (2H; t; J= 2,4 Hz;
H5’ e H5").

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 151,8 (C-2): 149,6 (C-4); 148,8 (C-9),
134,8 (C-7): 128,4 (C-8); 125,2 (C-5); 121,3 (C-6); 117,1 (C-10); 99,1 (C-3); 78,3
(C-4'/C-4"); 73,5 (C-5'/C-5"); 50,0 (C-2"); 42,2 (C-3'/C-3"); 39,6 (C-1).

TOF MS ES" (HRMS): [M+H]" 298,1033 m/z (calculado); 298,1116 m/z

(experimental)

Caracterizagdo do N-(3-(di(prop-2-inil)amino)propil)-7-cloroquinolin-4-amina
10

Figura 75. Estrutura do N-(3-(di(prop-2-inil)amino)propil)-Zloroquinolin-4-aminal0

Rendimento: 54%

FM= C;5H15CIN3

MM= 311,81 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo PF: 75 °C
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RMN de *H (300 MHz, CDCl3) é(ppm), J (Hz): 8,49 (1H; d; J=5,5 Hz; H2); 7,97
(1H; d; J= 2,0 Hz; H8); 7,74 (1H; d; J= 9,0 Hz; H5); 7,31 (1H; dd; J= 9,0 Hz; J=
2,0; H6); 6,45 (1H; d; J= 5,5 Hz; H3); 3,58 (4H; d; J= 2,3 Hz; H4 e H4"); 3,43
(2H; dt; J= 5,5 Hz; J= 4,9 Hz; H1"); 2,85 (2H; t; J= 5,5 Hz; H3); 2,31 (2H; t; J=
2,3 Hz; H6’ e H6"); 1,95 (2H; p; J= 5,5 Hz H2) .

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) o (ppm): 151,5 (C-2); 150,5 (C-4); 148,5 (C-9);
134,8 (C-7); 127,9 (C-8); 124,9 (C-6); 122,1 (C-5); 117,3 (C-10); 98,3 (C-3);
78,0 (C-5'/C-5"); 73,6 (C-6'/C-6"); 52,7 (C-3’); 42,0 (C-4'IC-4"); 43,5 (C-1'); 24,2
(C-2).

TOF MS ES" (HRMS): [M+H]" 312,1268 m/z (calculado); 312,1271 m/z

(experimental)

Caracterizagdo do N-(4-(di(prop-2-inil)amino)butil)-7-cloroquinolin-4-amina

11

Figura 76. Estrutura do N-(4-(di(prop-2-inil)Jamino)butil)-7-ofoquinolin-4-aminal 1

Rendimento: 50%,

FM= C19H20CIN3

MM= 325,83 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo PF: 96 °C

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) é(ppm), J (Hz): 8,47 (1H; d; J=5,4 Hz; H2); 7,95
(1H; d; J= 2,3 H8); 7,79 (1H; d; J= 8,9 Hz; H5); 7,35 (1H; dd; J= 8,9 Hz; J= 2,3
Hz, H6); 6,39 (1H; d; J= 5,6 Hz; H3); 3,45 (4H; d; J= 2,4 Hz; H5 e H5"); 3,34
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(2H; dt; J= 7,0 Hz, J= 4,9 Hz; H1"); 2,62 (1H; t; J= 6,8 Hz; H4"); 2,27 (2H; t; J=
2,4 Hz; H7 e H7"); 1,87 (2H; p; J= 7,0 Hz; H2"); 1,69 (2 H; p; J= 7,0 Hz; H3).

RMN de 2C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 151,3 (C-2); 149,8 (C-4); 148,3 (C-9);
135,5 (C-7); 127,8 (C-8); 124,8 (C-5); 121,3 (C-6) ; 116,8 (C-10); 98,5 (C-3);
78,0 (C-6'/C-6"); 73,1 (C-7'/C-7"); 51,5 (C-4'); 42,0 (C-5'/C-5"); 43,0 (C-1’); 25,8
(C-27); 24,6 (C-3).

TOF MS ES" (HRMS): [M+H]" 326,1424 m/z (calculado); 326,1422 m/z

(experimental).

Caracterizagdo do N-(6-(di(prop-2-inil)amino)hexil)-7-cloroquinolin-4-amina

12

Figura 77. Estrutura do N-(6-(di(prop-2-inil)amino)hexil)-7-aioquinolin-4-aminal 2

Rendimento: 60%.
FM= C21H24C|N3
MM= 353,89 g/mol

Caracteristica fisica= s6lido amarelo PF: 96 °C

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) d(ppm), J (Hz): 8,49 (1H; d; J=5,5 Hz; H2); 7,95
(1H; d; J=1,8; H8); 7,74 (1H;d, J= 9,0 Hz; H5); 7,35 (1H; dd; J= 9 Hz; J= 1,8 Hz,
H6); 6,40 (1H; d; J= 5,5 Hz; H3); 3,58 (4H; d, J= 2,3; H7' e H7"); 3,32 (2H; dt;
J= 7,0 Hz; J=5,3 Hz; H1); 2,54 (2H;t J= 7,0 Hz; H6"); 2,31 (2H; d, *J= 2,3 Hz;
H9 e H9"); 1,76 (2H; p; J= 7,0 Hz; H2"); 1,47 (6H; m; H3’, H4’ e H5’).
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RMN de 3C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 151,3 (C-2):; 150,1 (C-4); 148,3 (C-9);
135,0 (C-7); 128,0 (C-8); 125,2 (C-5); 121,3 (C-6) ; 116,9 (C-10); 98,8 (C-3);
78,7 (C-8'/C-8"); 73,0 (C-9'/C-9"); 51,5 (C-6"); 42,0 (C-7'/C-7"); 43,1 (C-1); 28,6
(C-2)); 27,2 (C-4), 26,9 (C-3', C-5)).

TOF MS ES" (HRMS): [M+H]" 354,1737 m/z (calculado); 354,1728 m/z

(experimental).
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5. Parte II

Sintese de Complexos de P+(IT) usando Derivados Aminoquinolinicos como
Ligantes

Sabendo-se da importancia de complexos de Pt para o tratamento de
vérias doencas e sendo estes, em muitos casos, mais ativos que seus ligantes
a segunda parte deste trabalho trata da sintese de complexos de Pt(Il)
(compostos 13-16) (Figura 78) usando como ligantes 0os compostos

aminoquinolinicos 1, 2,5 e 9.

Cl—FPt N/\R2
J (\CHz)n 13n=1 R'=R%*=H
~ 14 n=1 R'= CH,CCH, R2=H
AN 15n=1 R'= R?= CH,CCH
16 n=2 R'=R?=H
Y
Cl N

Figura 78. Complexos de Pt (I).3-16 obtidos.
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5.1. Resultados e Discussédes

Os complexos de platina (lII) foram obtidos a partir da reacdo entre o
tetracloplatinato (II) de potassio (K;[PtCly]), dissolvido em agua, e os ligantes
diaminoquinolinicos 1, 2, 5 ou 9, dissolvidos em metanol (Figura 79). Apos 24-
48 h a temperatura ambiente e sob agitacdo constante, os precipitados
formados foram filtrados, lavados com agua e metanol e secos, levando aos

compostos almejados 13-16, com 72-88% de rendimento.

c R
/R1 Cl—/Pt/N—R2
N
N Nl Nae HN \/(CHz)n
KoPtCl
AN 2 4 - N
MeOH/ H,0
25 °C, 24- 48h
Cl N/ Cl N/
1 n=1R'=R%=H 13n=1 R'=R2=H
2 n=2R'=R%=H 14n=1 R'= CH,CCH, R>= H
5 n=1R'=CH,CCH,R?>=H 15n=1 R'=R2=CH,CCH
9 n=1R'=R2=CH,CCH 16 n=2 R'=R%=H

Figura 79. Esquema de preparagao dos complek®s- 16.

Os complexos obtidos foram caracterizados através da analise de seus

espectros de infravermelho e analise elementar de C, H e N.

No espectro de infravermelho dos complexos 13 e 15 (Figuras 80 e 81)
observou-se em 314 e 323 cm™ a presenca de uma banda caracteristica do
estiramento Pt-Cl, além de outras bandas caracteristicas das moléculas em
torno de 3409 e 1600 cm™, referentes aos estiramentos N-H e a banda
correspondente a C=C e C-N, respectivamente. Para o0 espectro de
infravermelho do composto 15 pode-se observar também a presenca da banda

em 3220 que pode ser atribuida ao estiramento C-H de alcino.
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Figura 80. Espectro de infravermelho do compo$s&
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Figura 81. Espectro de infravermelho do compo$to
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No espectro de IV do complexo 16 (Figura 82) observou-se em 316 cm™
a presenca de uma banda caracteristica do estiramento Pt-Cl além de outras
bandas caracteristicas das moléculas como em torno de 3352, e 1593 cm™
referentes aos estiramentos N-H e a contribuicio de C=C e C-N,
respectivamente.

Cl

‘Hz
N

90 - *@

CH alifatico

Transmitancia %

NH CH aromatico

50
C=C CN
4u L} I T I L] I T I L I L I T I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda c*

Figura 82. Espectro de infravermelho do compost

A analise elementar dos compostos foi realizada e, de acordo com a

tabela 9, os dados experimentais sdo proximos aos valores tedricos.
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Tabela 9.Resultados da anélise elementar dos compds3aka

Complexo Tedrico Experimental
13 C 27,09 %; H 2,48 %; N 8,62 %. C 27,26 %; H 2,87 %; N 8,40 %
14 C 31,98 %; H 2,68 %; N 7,99% C 32,86 %; H 3,15 %; N 6,78 %
15 C 36,22 %; H 2,86 %; N 7,45 % C 37,05 %; H 3,41%; N 7,35 %
16 C 28,83 %; H 2,81 %; N 8,38% C 29,48%; H 3,80%; N 8,79%

Os complexos obtidos foram submetidos a testes antiparasitarios

(leishmania e malaria) e testes antituberculose.
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5.2. Parte Experimental

5.2.1. Métodos Gerais

As analises elementares foram realizadas com o analisador CHNS-O Fisons EA
1108.

Veritem 4.2.1

5.2.2. Procedimento Geral Para a Sintese dos Complexos de Platina (II) de
Derivados 4-Aminoquinolinicos 13 a 16

A uma solucdo de K,PtCl, (0,207 g, 0,5 mmol) em agua (5 mL),
adicionou-se lentamente o ligante apropriado 1, 2, 5 ou 9 (0,65 mmol) dissolvido
em metanol (5 mL), sob agitacdo constante. Apés 48 h a t.a. sob agitacdo
constante, o soélido formado foi separado por filtracdo, lavado com agua e
metanol, e seco no dessecador, produzindo os compostos 13-16,

respectivamente, com rendimentos entre 72 a 88%.

Caracterizagdo do complexo de platina (IT) de 4-amino N-(2-aminoetil)-7-
cloroquinolina 13

cr H

Cl—pPt—N—H

V
cl N

Figura 83.. Estrutura docomplexo de platina (1113
Rendimento: 80%.
FM= C1;H1,CIsN3sPt MM= 487,67 g/mol
Caracteristica fisica= sélido amarelo

Ponto de fusao: acima de 300 °C
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IV (KBr) v (cm™): 3435 (estiramento NH), 3110 (estiramento C-H aromatico),
2930 (estiramento (C-H alifatico), 1591 (estiramento C=C e CN), 314
(estiramento Pt-Cl).

Analise elementar: (Calculada) C 27,09%; H 2,48%; N 8,62%.
(Experimental) C 27,26%; H 2,87%; N 8,40%.

Caracterizagdo do complexo de platina (IT) de 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-
2-inilamino)etil) quinolina 14

Cl

cl—-pt—N

g
\

cl N
Figura 84.. Estrutura docomplexo de platina (11}4
Rendimento: 80%.
FM= C14H14Cl3N3Pt
MM= 525,72 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo Ponto de fusdo: acima de 300 °C
IV (KBr) v (cm™): 3455 (estiramento NH), 3221 (estiramento C-H alcino), 3105
(estiramento C-H aromatico), 2949 (estiramento (C-H alifatico), 1589

(estiramento C=C e CN), 320 (estiramento Pt-Cl).

Analise elementar: (Calculado) C 31,98%; H 2,68%; N 7,99%.
(Experimental) C 32,86%; H 3,15%; N 6,78%.
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Caracterizagdo do complexo de platina (IT) de N-(2-(di(prop-2-inil)amino)

etil)-7-cloroquinolin-4-amina 15

Va
o N

Figura 85. Estrutura dacomplexo de platina (11}5

Rendimento: 72%.

FM= C17H16CIsN3sPt

MM= 563,77 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo Ponto de fuséo: acima de 300 °C

IV (KBr) v (cm™): 3409 (estiramento NH), 3290 (estiramento C-H de alcino),
1608 (estiramento C=C e CN), 323 (estiramento Pt-ClI).

Andlise Elementar: (Calculado) C 36,22%; H 2,86%; N 7,45%.
(Experimental) C 37,05%; H 3,41%; N 7,35%.
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Caracterizagdo do complexo de platina (II) de N-(7-cloroquinolin-4-il)
propano-1,3-diamina 16

cr H

Cl—Pt—NIH

HN

X

Z
cl N

Figura 86. . Estrutura docomplexo de platina (1116

Rendimento: 88%.

FM= C;2H14CI3N3Pt

MM= 501,70 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo Ponto de fuséo: acima de 300 °C

IV (KBr) v (cm™): 3352 (estiramento NH), 3112 (estiramento CH aromatico),
2956 (estiramento CH alifatico), 1593 (estiramento C=C e CN), 316 (estiramento

Pt-Cl).

Andlise Elementar: (Calculado) C 28,83%; H 2,81%; N 8,38%.
(Experimental) C 29,48%; H 3,80%; N 8,79%.
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6. Parte III

Sintese de Derivados Quinolinicos Conjugados a Triazois

Nesta parte do trabalho propbs-se a sintese de derivados quinolinicos
conjugados a triazois, sem a adicdo do grupo esterdide. Esta proposta teve o
objetivo de verificar a atividade biolégica dos derivados quinolinicos conjugados
a triazois sem a presenca do grupo esteroide.

Para obtencdo dos derivados aminoquinolinicos conjugados com
triazol (Figura 87), utilizou-se a reacdo do tipo “click” entre os derivados
aminodialcinoquinolinicos 9 e 11 e o acido 2-azido acético 17 para formacao

dos compostos triazolicos 18 a 21.

OH OH
N O N O on
N N N\ 0
/N % PN /N / N
HNT S (CHy), HN™ S (CHy); N
18 n=1 19n=1
N 20 n= 3 N 21in=3
P
cl Nid Cl N

Figura 87. Estruturas dos compostos aminoquinolinicos conjogadtriazois.
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6.1. Resultados e Discussades
Para estas reacfes de cicloadicdo 1,3-dipolar promoveu-se a
conjugacao entre os alcinos 9 e 11 obtidos na parte | com o acido 2-azido-

acético 17.

6.1.1. Sintese do acido 2-azido-acético 17

Para obtencdo do composto 17 adicionou-se a uma solugdo aguosa
de azida sodica o acido 2-bromoacético, a mistura de reacado foi mantida sob
agitacdo constante a 0°C por 2h e posteriormente deixada a temperatura
ambiente por mais 18h. Acidificou-se a mistura a pH 1, por meio de uma
solucéo de HCI concentrado (38%) e, em seguida, fez-se extracdo com éter
etilico. Apés remocao do solvente organico sob pressdo reduzida obteve-se

um produto sob forma de 6leo com 70% de rendimento.

OH  NaNj H,O OH
Br _— N3
0°C 2h, 25°C 18h
(@] (@]

17

Figura 88. Esquema de sintese do compdsto

A caracterizagao do composto 17 foi feita por espectroscopia no 1V, RMN
de 'H e RMN de °C e esta de acordo com a literatura (BRABEZ et al, 2011;
CHOlI et al, 2011).

6.1.2. Sintese dos derivados triazdlicos 18 a 21

A uma solugdo aquosa contendo o acido 2-azidoacético 17 adicionou-se
0 composto aminodialcinoquinolinico respectivo (compostos 9 e 11) em
DMSO. Para essa mistura, CuSO,.5H,O e ascorbato de sodio foram
adicionados em quantidades cataliticas, manteve-se a mistura reagente sob

agitacao constante a temperatura  ambiente por  72h, 0
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solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado
através de CCS usando uma mistura gradiente de MeOH/CH,Cl,. O produto
mais apolar, com apenas um grupo triazolico (compostos 18 e 20) foi
inicialmente isolado com uma mistura de MeOH/CH,Cl, 3:7 com 40% de
rendimento. O produto mais polar com dois grupos triazélicos (19 e 21) pdde
ser isolado com de 80% de MeOH com 30% de rendimento. Os produtos

obtidos foram caracterizados por IV, RMN de 'H e 13C e HRMS.
OH OH

/ //<
/ NGO A ©
% \ N
N
HN" NCHp)r 7
OH

W LN OH
N N /\<
~ N Y 7 N

N Z v</\\
T HN S (CH N

cl N~ i n N
9 n=1 N 18 n=1 N, 19n=1
11n=3 J 20n=3 | 21n=3
cl N cl N~

i: CuSQ4.5H,0, ascorbato de sédio, DMSO/H,0, 24 - 48h, 25 °C

Figura 89. Esquema de sintese dos compo$8ms21.

Caracterizagdo do composto 18

A andlise do espectro de RMN de 'H do composto 18 permitiu
observar, além dos sinais referentes ao anel quinolinico, entre 96,52-8,40, o
simpleto que pode ser atribuido ao hidrogénio do grupo triazolico H-5" em o
7,91 ppm. Em 05,00, o simpleto pode ser atribuido aos hidrogénios do grupo
metilénico da posi¢ao H-6".

Destaca-se também a presenca do simpleto que pode ser atribuido aos
dois hidrogénios de H-3" em J3,79. O simpleto caracteristico dos hidrogénios
metilénicos de H-3' vizinhos do nitrogénio e do grupo alcino pode ser
observado em 93,46 ppm.

E importante evidenciar ainda a presenca do simpleto em ¢ 3,21 que
pode ser atribuido ao hidrogénio H-5' ligado ao carbono do grupo alcino
terminal e por fim, observou-se os sinais referentes aos grupos metilénicos
de H-1'e H-2’ em 03,40 e 2,78 ppm, respectivamente (Figura 90).
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amicartdd 1 (10 TH) MeOH 300MHz
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Figura 90. Espectro de RMN de *H do compo$8(300 MHz, DMSO-g.

O mapa de contornos COSY de 18 (Figura 91) evidencia as atribuicdes
dadas ao espectro de RMN de 'H, onde pdde-se correlacionar os hidrogénios
metilénicos H-1' com o hidrogénio de N-H e com H-2’. Foi possivel observar
também o sinal de correlacdo entre o alcino H-5 com os hidrogénios
metilénicos H-3'. Observou-se ainda a correlacdo do sinal de H-5" com os
hidrogénios metilénicos H-3”. Destaca-se também a correlacdo entre o0s

hidrogénios do anel quinolinico de H-2 com H-3.
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— H-31H-5' 2

=t | | 7 H-3"H-5"

Figura 91. Mapa de contornos COSY 8.

A andlise do espectro de RMN de 3C (J-mod) (Figura 92) mostrou o0s
sinais caracteristicos dos carbonos do anel quinolinico, entre & 98,7-151,0, e
dos dois carbonos do anel triazélico em 6143,4 e 126,8 (C-4” triazol e C-5”
triazol). Destaca-se também a presenca dos carbonos C-4’ e C-5' referentes
aos carbonos do grupo alcino em 079,1 e 76,1, respectivamente, bem como
os sinais referentes aos carbonos metilénicos C-3” vizinho ao grupo triazélico
e C-3’ vizinho ao grupo alcino em 9 48,3 e 41,8, respectivamente. Nota-se
ainda a presenca do restante dos sinais caracteristicos da porcéo alifatica da
molécula C-6", C-2' e C-1' em J 51,8, 50,0 e 40,7, respectivamente. As
atribuicbes dadas aos espectro de RMN de **C (J-mod) foram auxiliadas pelo
mapa de contornos 2D HSQC (Figura 93).
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Figura 92. Espectro de RMN de 13C do compdkdq75 MHz, DMSO- .
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Figura 93. Mapa de contornos HSQC dé&.
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O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) do composto 18
(Figura 94) apresentou um sinal em 399,1344 m/z, correspondente a [M+H]",
(calculado 399,1336 m/z) que esta de acordo com o valor teérico, evidenciando

a massa molar do composto 18.

Elemental Compoesition Re port Page 1

Simgle Mass Analysis
Tolerarce = 50 PPM 7 DBE: min =-20.0, max = 150.0
lsotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Moncisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
16 fomulaiz) evalated with 1 results within §rmits (&l results (up to 1003) for sach mass)
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Figura 94. Espectro de massas HRMS1&:

Caracterizagdo do composto 19

A analise do espectro de RMN de 'H do composto 19 (Figura 95)
mostrou, além dos sinais referentes ao anel quinolinico entre J 6,55-8,30, 0
simpleto que pode ser atribuido aos dois hidrogénios dos grupos triazélicos H-
5'/H-5" em J7,90.

Observou-se também a presenca de um simpleto que pode ser atribuido
aos quatro hidrogénios de H-3’ e H-3” de ambos os grupos metilénicos vizinhos
aos triazois e ao nitrogénio em 03,90 ppm, além da presenca dos outros sinais
referentes aos grupos metilénicos da porcao alifatica restante da molécula H-1’

e H-2 em 93,52 e 2,90, respectivamente.
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Figura 95. Espectro de RMN de *H do compo$81300 MHz, CROD).

No espectro de RMN de 13C foram observados 0s sinais referentes aos
carbonos do anel quinolinico, além dos sinais referentes aos carbonos do anel
triazolico em 0 145,4 e 126,8 ppm correspondentes a C-4'/C-4” e C-5'/C-5",
respectivamente. Em 0173,1 ha um sinal que pode ser atribuido as carbonilas
7' e 77, bem como sinais referentes aos carbonos metilénicos C-3' e C-3”
vizinhos ao grupo triazol em O 54,6. Notou-se ainda 0s outros sinais

caracteristicos da porc¢ao alifatica entre as aminas da molécula (Figura 96).
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Figura 96. Espectro de RMN de 13C do compak¥q75 MHz, CRQOD).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) do composto 19
(Figura 97) apresentou um sinal em 500,1562 m/z, correspondente a [M+H]",
(calculado 500,1563 m/z) que esta de acordo com o valor tedrico evidenciando

a massa molar do composto 19.

Elemental Compesition Re port Page 1

Simgle Mass Analysis
Tolerance= 5.0 PPM ¢ DEE: min =-20.0, max = 150.0
|sotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Maonoisotopic: Mass, Odd and Bven Elestron lons
526 formulaie) evaluated with 1 results within Emits (&l results {up to 1000) for sach mass)
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Figura 97. Espectro de massas HRMS do compaSto
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Na sobreposicdo dos espectros de RMN de *H do mono triazol 18 e do
di triazol 19, na figura 98, pode-se observar a auséncia dos sinais referentes a

porcao propargilica em 19.

spectrum 20 0 H) 300kHz
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Figura 98. Sobreposicéo dos espectros de RMNle 18e 19.

Caracterizagdo do composto 20

Através do espectro de RMN de 'H do composto 20 observou-se, na
regido entre 06,72 ppm e 8,30 ppm, a presenca dos sinais referentes ao anel
quinolinico e também o sinal que pode ser atribuido ao hidrogénio do grupo
triazélico. Destaca-se também a presenca do simpleto que pode ser atribuido
aos dois hidrogénios de H-5" do grupo metilénico vizinho ao triazol e ao
nitrogénio em 9 3,83 ppm enquanto que o simpleto caracteristico dos dois
hidrogénios de H-5' vizinhos do nitrogénio e do grupo alcino encontra-se em 0
3,43 ppm. Os outros sinais sao referentes ao restante da porcao alifatica da

molécula (Figura 99).
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Figura 99. Espectro de RMN de *H dompostd®0 (300 MHz, CROD).

No espectro de RMN de 13C de 20 (Figura 100) observou-se em 0173,1
ppm um sinal que pode ser atribuido a carbonila C-9”, na regido entre 099,8 a
156,24 ppm foram observados os sinais referentes aos carbonos do anel
quinolinico e os referentes aos carbonos do anel triazélico correspondentes a
C-6" e C-7". Os sinais referentes a C-6° e C-7'estdo em 0 79,1 e 75,3,
respectivamente. Por fim, na regiao entre 25,4 e 54,6 encontram-se 0S outros
sinais caracteristicos do restante da molécula (C-1’, C-2’, C-3’, C-4’, C-5', C-5" e
C-8").
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Figura 100.Espectro de RMN de 13C do compd¥id75 MHz, CROD).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 20 (Figura 101)
apresentou um sinal em 427,1640 m/z, correspondente a [M+H]", (calculado
427,1649 m/z) que esta de acordo com o valor teérico, evidenciando a massa
molar da substancia.

Elemental Composition Re port Page 1

Single Mass Analysis
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Figura 101.Espectro de massas HRMS do comp@éto
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Caracterizagdo do composto 21

Através do espectro de RMN de 'H do composto 21 (Figura 102)
observou-se, além dos sinais referentes ao anel quinolinico, entre 06,63-8,34, o
simpleto que pode ser atribuido aos dois hidrogénios 1,2,3-triazélicos H-7"/H-
7’em 07,96 ppm, em J 5,01 ppm tem-se um simpleto que pode ser atribuido
aos quatro hidrogénios dos grupos metilénicos H-8 e H-8" vizinhos as
carbonilas. Destaca-se também a presenca do simpleto que pode ser atribuido
aos quatro hidrogénios de H-5" e H-5" de ambos os grupos metilénicos vizinhos
aos triazbis e ao nitrogénio em 0 3,82, além da presenca dos outros sinais
referentes aos grupos metilénicos do restante da porcao alifatica da molécula
entre 01,31-3,42.

SRECtrr 17 (1H1 an0mz

ﬁK/\K f f

Fe Al INE

88"

th
i

BT S

et T T T T—F] T T T T T [A—FE] T U | T T T
i 9 85 & 75 7 E5 & B 5 45 ] a5 3 25 2 15 i

Figura 102.Espectro de RMN de *H do compo21iq300 MHz, CROD).

Pode-se observar, pela sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H do
monotriazol 20 e do di-triazol 21, a auséncia do pico referente ao CH de alcino
7’ no composto 21. A formacdo do ditriazol € também evidenciada pela
presenca de dois hidrogénios em 07,95 que podem ser atribuidos aos protons
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de ambos os triazéis, observou-se ainda em 21 a auséncia do simpleto em J
3,42 referente ao grupo metilénico vizinho ao grupo alcino. Ambos os grupos

metilénicos vizinhos aos triazois de 21 encontram-se em 03,82 (Figura 103).

spectrum 1.1 (TH) 300MHZ

Figura 103. Sobreposicéo dos espectros de RiiNle20e 21.

A andlise do espectro de RMN de 13C do composto 21 (Figura 104)
mostrou os sinais referentes aos carbonos do anel quinolinico, além dos
sinais referentes aos carbonos do anel triazélico em o 145,6 e 127,4 ppm
correspondentes a C-4'/C-4” e C-5'/C-5", respectivamente. Em 0173,7 ha um
sinal que pode ser atribuido as carbonilas das posi¢cées 7’ e 7”7, bem como
sinais referentes aos carbonos metilénicos C-3' e C-3” vizinhos ao grupo
triazol em J 54,6 ppm. Nota-se ainda 0s outros sinais caracteristicos da

porcao alifatica entre as diaminas da molécula.
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Figura 104.Espectro de RMN déC do compost@1 (75 MHz, CROD).

O espectro de massas de baixa resolucdo (TOF MS ES.) de 21 (Figura
105) apresentou um sinal em 528,2 m/z, correspondente ao ion molecular
protonado [M+H]*, (calculado 528,2 m/z) que esta de acordo com o valor

tedrico evidenciando a massa molar da substancia.

[ART a7
11THR298 157 (4.948) Cm {147:157) 1: TOF MS ES+
100+ 289.2 1.70e3
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Figura 105.Espectro de massas de baixa resolu¢do (TOF MS BES¢pmpost@1.
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As andlises de RMN *H e de *3C das tabelas 10 e 11 mostram alguns
dos principais sinais dos derivados mono e di triazélicos 18-21.

A proposta de obtencdo de derivados 4-aminoquinolinicos com grupos
mono e di-triazdlicos foi bem sucedida e permitiu a obtencdo de quatro novas

substancias que terdo suas propriedades biolégicas avaliadas.
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Tabela 10 Alguns deslocamentos quimicdsgpm) nos espectros de RMN'He(300 MHz) dos compostos mono triaz6lit8{DMSO- ds) e 20 (CD,OD) e
dos di-triaz6licosl9 (CD;0D) e 21(CD;OD).

Composto Anel quinolinico Porcao entre as diaminas Grupo
propargilico
CH- CH, CCH CH,Triazol
Triazol
18 R= 8,40 6,39 8,30 1H;d; 7,48 7,81 7,91 3,40 2,78 3,46 3,21 3,79 5,00
s _PH 1H; sl 1H;d;J= J=9,0Hz 1H; d; 1H;s 1H;s 2H; m 2H; m _ _ 2H; s 1H;s 2H; s 2H; s
oz X
3 \/er\ o 6,0Hz J=8,3Hz
.
HN/\;'/N < » N,,N
20 R= 8,30 6,72 8,27 7,50 7,82 7,90 3,49 1,68 1,66 2,66 3,43 1,79 3,83 5,01
/{ 1H; m 1H; m 1H; m 1H; d; 1H; s 1H; s 2H; m 2H;m 2H;m 2H;m 2H;s 1H;s 2H; s 2H; s
Wy Y o7 o oH J=9,0Hz
T
19 R= 8,30 6,53 8,27 7,48 7,76 7,90 3,52 2,90 B B B B 3,90 4,90
PN IH;m  1H;d;J= 1H; m 1H; d; J= 1H; s 2H;s 2H; m 2H; m 4H; s 4H; s
3 aff N\/W/
PN 6,0 Hz 9,0 Hz
HN 5 4 NG »-OH
TR /\({){/
21 R= 8,34 6,63 8,29 7,47 7,81 7,95 3,42 1,75 1,75 2,60 _ _ 3,82 5,01
. /B‘\WOH 1H; m 1H; sl 1H; m 1H; d; J= 1H; s 2H; s 2H; m 2H;m 2H;m  2H, 4H; s 4H; s
. . P08 9,0 Hz m
HN/\Z'/\zz'/N}v—%}{/N 8 gon
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Tabela 11.Alguns deslocamentos quimicdspm) nos espectros de RMN'#@ (75 MHz)dos compostasono triazélicosl8 (DMSO-d)e 20 (CD;OD) e
dos di-triaz6licosl9 (CD;0D) e 21(CD;OD).

Anel quinolinico Triazol Cadeia alifatica Grupo propargilico

Composto CH - Cq - r C CH CH,-Triazol CH,COOH COOH

Triazol Triazol

18 150,1 98,7 151,0 124,9 1243 143,4 40,7 50,0 _ _ 41,3 79,1 76,0 48,3 51,8 168,6
20

145,9 99,82 156,24 128,0 126,0 142,3 39,6 26,7 254 531 42,9 79,1 75,3 54,6 49,0 173,2
19 149,2 99,9 154,5 127,2  126,8 145,4 42,4 515 _ _ _ _ _ 54,6 49,7 173,1
21 149,0 100,3 155,4 127,4 127,6 145,7 446 27,2 258 54,0 _ _ _ 55,1 49,6 173,6
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6.2. Parte Experimental

6.2.1. Métodos Gerais
Ver item 3.3.1

6.2.2. Procedimento Geral Para a Sintese dos derivados mono e di

triazélicos 18 - 21 (Figura 106).

A uma solucdo aquosa contendo &cido 2-azidoacético 17 (1,8 mmol)
adicionou-se 0 respectivo derivado aminodialcinoquinolinico (0,6 mmol),
compostos 9 e 11, em DMSO/H,O (3,0 mL/1,0 mL). Para essa mistura,
CuS0,4.5H,0 (0,03 mmol) e ascorbato de sddio (0,25 mmol) foram adicionados
em quantidades cataliticas. Manteve-se a mistura reagente sob agitacédo
constante a temperatura ambiente por 72h.

Prosseguiu-se com remocdo do solvente sob pressédo reduzida e o
residuo obtido foi purificado através de CCS usando um gradiente de
MeOH/CH,CIl, onde o produto mais apolar com um grupo triazélico (compostos
18 e 20) comecou a ser coletado quando utilizou-se o seguinte gradiente de
solventes: MeOH/CH,CI, 3:7, enquanto que o produto mais polar com dois
grupos triazolicos (19 e 21), comecou a ser coletado quando utilizou-se o

seguinte gradiente de solventes: MeOH/CH,CI, 8:2.
OH

HN n HN (CHy)
18 n=1 19n=1
o 20n=3 N 21n=3
Z
cl N/ Cl N

Figura 106. Estrutura doglerivados mono e di-triazolicds3 - 21.
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Caracterizagdo do dcido 2-(4-(((2-(7-cloroquinolin-4-ilamino)etil)(prop-2-
inil)amino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) acético 18

Figura 107. . Estrutura daomposto mono- triazolict8.
C19H19CINgO>
MM: 398,8462 g/mol
Rendimento: 40%

Caracteristica fisica: 6leo castanho

RMN de *H (300 MHz, DMSO- dg) 8(ppm), J (Hz): 8,40 (1H, s, H2); 8,30 (1H,
d, J= 9,0 Hz, H5); 7,91 (1H, s, H-triazol, H5"); 7,81 (1H, s, H8); 7,67 (1H, s, NH);
7,48 (1H, d, J= 8,3 Hz, H6); 6,39 (1H, d, J= 6,0 Hz, H3); 5,00 (2H, s, CH,COOH,
H6"); 3,79 (2H, s, H3"); 3,46 (2H, s, CHy, H3); 3,40 (2H, m, H1"); 3,21 (1H, s,
CCH, H5'); 2,78 (2H, m, H2).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO- dg) J(ppm): 168,6 (C=0); 150,1 (C-2); 151,0 (C-
4; 146,9 (C-9), 134,3 (C-7); 125,8 — 124, 3 (C-8, C-6, C-5, C-5"); 117,0 (C-10);
98,7 (C-3); 79,1 (CCH); 76,1 (CCH); 51,8 (C-6"); 50,0 (C-2); 48,3 (C-3"); 41,8
(CH,CCH); 40,7 (C-1).

TOF MS ES® (HRMS): [M+H]" 399,1336 m/z (calculado); 399,1344 m/z

(experimental)
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Caracterizagdo do dacido 2,2'-(4,4'-(2-(7-cloroquinolin-4-
ilamino)etilazanediil)bis(metileno)bis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diil)) diacético 19

5 /\/ %%N/Y

N//’

/2
Cl N
8

Figura 108. . Estrutura dawomposto di-triazodlicd..
C21H22CINgO4
MM: 499,91 g/mol
Rendimento: 38%

Caracteristica fisica: 6leo castanho

RMN de *H (300 MHz, CD3;0D) d(ppm), J (Hz): 8,30 (1H, m, H2); 8,27 (1H, m,
H5); 7,90 (2H, s, H-triazol, H5' e H5"); 7,76 (1H, s, H8); 7,46 (1H, d; J= 9,0 Hz,
H6); 6,53 (1H, d; J = 6,0 Hz, H3); 4,90 (4H, s, CH,COOH, H-6" e H6"); 3,90 (4H,
s, H-3" e H3"); 3,53 (2H, m, H1’); 2,90 (2H, m, H2").

RMN de 2C (75 MHz, CDsOD) & (ppm): 173,1 (C=0); 149,2 (C-2); 154,5 (C-4);
145,9 (C-9), 138,1 (C-7); 127,2 (C-8); 127,2 — 124,8 (C-8, C-6, C-5, C-5"); 118,1

(C-10); 99,9 (C-3); 49,7 (C-6" e C-6"); 51,5 (C-2'); 54,6 (C-3' e C-3"); 42,4 (C-1)).

TOF MS ES" (HRMS): [M+H]" 500,1563 m/z (calculado); 500,1562 m/z

(experimental)
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Caracterizagdo do dcido 2-(4-(((4-(7-cloroquinolin-4-ilamino)butil)(prop-2-
inil)amino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)acético 20

Figura 109.. Estrutura docompostanono triazélico20

C21H23C|N602
MM: 426,90 g/mol
Rendimento: 35%

Caracteristica fisica: 6leo castanho

RMN de tH (300 MHz, CD3;0D) o (ppm), J (Hz): 8,30 (1H, m; H2); 8,27 (1H, m,
H5); 7,90 (1H, s, H-triazol, H7"); 7,82 (1H, s, H8); 7,50 (1H, d, J=9,0Hz, H6);
6,72 (1H, m, H3); 5,01 (2H, s, CH,COOH, H8"); 3,83 (2H, s, H5"); 3,43 (2H, s,
CHy, H-5%; 3,49 (2H, m, H1"); 1,79 (1H, s, CCH, H7’); 1,68 (2H, m, H2’) 1,66
(2H, m, H-3’); 2,66 (2H, m, H4").

RMN de 3C (75 MHz, CD3OD) & (ppm): 173,2 (C=0); 145,9 (C-2); 156,24 (C-
4); 145,2 (C-9), 142,3 C-6"; 139,6 (C-7); 128,0 (C-8); 126,0 C-7"; 128,0 — 122,1
(C-8, C-6, C-5, C-7); 117,3 (C-10); 99,82 (C-3); 79,1 (CCH); 75,3 (CCH); 49,0
(C-8"); 53,1 (C-4); 54,6 (C-5"); 42,9 (CH,CCH); 39,6 (C-1); 26,7 (C2); 25,4
(C3).

TOF MS ES® (HRMS): [M+H]" 427,1649 m/z (calculado); 427,1640 m/z

(experimental).
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Caracterizagdo do dacido 2,2'-(4,4'-(4-(7-cloroquinolin-4-
ilamino)butilazanodiil)bis(metileno)bis(1H-1,2,3-triazol-4,1-diil))diacético 21

Figura 110.. Estrutura docomposto di-triazélic@1
C23H26CINgO4
MM: 527,96 g/mol
Rendimento: 42%

Caracteristica fisica: 6leo castanho

RMN de tH (300 MHz, CD3;0D) o (ppm), J (Hz): 8,34 (1H, m, H2); 8,29 (1H, m,
H5); 7,95 (2H, s, H-triazol, H7" e H7"); 7,81 (1H, s, H8); 7,47 (1H, d, J= 9,0 Hz,
H6); 6,63 (1H, sl, H3); 5,01 (4H, s, CH,COOH, H8’ e H8"); 3,82 (4H, s, H-5" e
H5"); 3,42 (2H, m, H1"); 1,75 (4H, m, H2' e H-3’); 2,60 (2H, m, H4).

RMN de 13C (75 MHz, CD3OD) & (ppm): 173,6 (C=0); 149,0 (C-2); 155,4 (C-4);
145,7 (C-6' e C-6"); 138,8 (C-7); 127,4 (C-8); 127,6 (C-7' e C-7"); 127,6 — 124,7
(C-8, C-6, C-5); 118,5 (C-10); 100,3 (C-3); 49,6 (C-8' e C-8"); 54,0 (C-4); 55,1

(C-5' e C-57); 44,6 (C-1); 27,2 (C2"); 25,8 (C3).

TOF MS ES™: [M+H]" 528,2 m/z (calculado); 528,2 m/z (experimental).
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Parte IV

Sintese de Derivados Quinolinicos
Conjugados a um Grupo Esterdide Usando a

Reagdo do Tipo “Click”
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7. Parte IV

Sintese de Derivados Quinolinicos Conjugados a um Grupo Esterdide

Usando a Reagdo do Tipo “Click"

A sintese de um novo farmaco que seja melhor transportado pelo
organismo e que tenha toxicidade reduzida € de grande interesse e a
conjugacao de compostos de importancia biolégica tem se mostrado uma boa
estratégia no desenvolvimento de novos farmacos.

Devido & importancia biolégica dos esterdides, como o &cido célico,
atuando como carreadores e somando-se essa propriedade a importancia
bioldgica dos derivados aminoquinolinicos, como os envolvidos na parte | desse
trabalho (SOLOMON et al, 2005; SOLOMON et al, 2007; SOUZA et al, 2011;
CARMO et al, 2011), propds-se a conjugacdo entre os anélogos de
aminoquinolinas com o acido célico usando como ferramenta a reacdo do tipo
“click” (KOLB et al, 2001; WANG et al, 2003; CARMO, 2007; CORRALES et al,
2011; PORE et al, 2006).

O objetivo de tal trabalho foi a obtencdo de compostos (Figura 111) que
fossem melhor transportados no organismo e menos toxicos em razao do grupo

esterdide ser um bom carreador.

ZT

~
AN (G,
X
25n=1
= 26 n=2
i N 27n=3

Figura 111. Conjugados aminoquinolina/ester6id®{27) obtidos na parte IV.

105



Capitulo 1_Parte IV Resultados e Discussoes

7.1. Resultados e Discussdes

A obtencdo dos compostos desejados, nessa parte do trabalho,
envolveu uma rota convergente através da conjugacdo entre as 4-
aminoquinolinas funcionalizadas com o grupo alcino (5 a 7) e o derivado de
acido colico com grupo azido na posi¢ao 3 (composto 24).

A reacédo de cicloadicao 1,3-dipolar ocorreu em presenca de sulfato de
cobre e ascorbato de sodio em quantidades cataliticas para a formacédo dos
compostos 25 a 27 (Figura 112).

P
cl N
5n=1
6n=2
7n=3 cl

i: CuS0,4.5H,0, ascorbato de s6dio, DMSO/H,0, 24 - 48h, 25 °C

Figura 112.Esquema de preparacdo dos compog2n7.

7.1.1. Procedimento para obtengdo dos compostos 25 a 27

A obtencdo dos compostos 25 a 27 via reacdo do tipo CuAAC envolve
uma conjugacao entre um grupo com alcino terminal, representado neste
trabalho pelos compostos 5 a 7 e um azido como o obtido a partir do acido
colico (composto 24) sintetizado conforme descrito abaixo.

7.1.1.1. Sintese do 3-azido(metil-3p-azido-7a,12a-diidroxi-5p-colano-24-ato)
24

A obtencéo do azido esteroidal 24 se iniciou pela reagéo de esterificacédo
do &cido cdlico com metanol e &cido cloridrico, levando ao éster 22 com
rendimento quantitativo. Prosseguiu-se com mesilacdo da hidroxila na posicao 3
do composto 22 por meio da adi¢cao de cloreto de metanosulfonila e trietilamina

em CH)Cl, a 0°C. Apoés verificagdo do consumo do material de partida,
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prosseguiu-se com extracdo usando CH,Cl, e H,O, lavou-se a fase organica
com solugcdo aquosa de NaHCOg3, solucdo aquosa de NaCl e por fim com agua
destilada. Evaporou-se 0 solvente sobre pressdo reduzida, purificou-se o
residuo obtido por coluna cromatografica usando uma mistura em escala
gradiente de hexano/AcOEt para se obter o produto mesilado 23 com 70% de
rendimento.

Para uma solucéo de 23 em DMF adicionou-se azida sodica, a mistura de
reacao foi mantida sob agitacdo constante a 120°C por 24 horas. ApOs remocao
do solvente, sob pressdo reduzida, prosseguiu-se com extragdo com
AcOEt/H,0. Removeu-se a fase orgéanica no rotaevaporador, o residuo obtido
foi purificado por CCS usando como eluente uma mistura gradiente de
hexano/AcOEt para obtencdo do composto desejado 24 com 70% de
rendimento (Figura 113).

As caracterizagfes dos compostos 22 a 24 foram feitas através de ponto
de fuséo, IV, RMN de *H e RMN de 3C e estdo de acordo com a literatura
(AHER et al, 2005; PORE et al, 2006).

OH H OH H
T > OH - ; OCH,
CH;0H
_
. . HCI, t.a., 24h i ]
HOY "oH HOY “OH
(C2H5)3N, CHQCIQ, 0°C
MsCl
20 2h N
OHis =, OH :
24 OCHj5 - OCH;3
NaN;, DMF,
120°C, 24h

N3 won 4 70% MsO™ “on 23 60%

Figura 113. Rota sintética para obtencdo do me-&zido-#:,12x-diidroxi-54-colano -24-ato
24.

Formula molecular, massa molar, rendimento, eluente e Rf para CCD,
eluente para coluna cromatografica, caracteristicas fisicas e faixa de fusdo dos

compostos 22 a 24 estao apresentados na tabela 12.
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Tabela 12.Dados das reacdes de obtencdo dos compdXoa 24 e suas caracteristicas

fisicas.

Caracteristica

Produto CccD CcCs Rendimento fisica/ Faixa
(Eluente e  (eluente) % de fusdo (FF)
Rf)
* i OCH, Co5H4005 Hexano/
: Sélido branco
" 9 422,60 AcOEt - 100 158 °C
22 g/mol 1.1
Rf=0,40
OES%VY C26H1407S Hexano/ Hexano/ Oleo amarelo
fo 500,69 AcOEt AcOEt 60
’ g/mol 11 8:2
23
Rf= 0,84
Hexano/
¥ S oo, CosHaiN304 AcOEt Hexano/ Soélido branco
,W 447,61 11 AcOEt 70 175 °C
: 24 g/mol Rf= 0,72 7:3
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A analise do espectro de IV do composto 22 (Figura 114), mostrou a
presenca de bandas em 3395 cm™, 2929 cm™ e 1725 cm™ referentes aos

estiramentos O-H, C-H aliciclico e C=0 de ésteres, respectivamente.

80

80
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50

Transmitancia (%)

40

30

3395
| i

2329

1725

1437

4000

3500

3000

|
2500

2000

1500

1000

500

Numero de onda (cm™)

Figura 114. Espectro de IV do composa.

No espectro de IV do composto 23 (Figura 115) destaca-se a presenca
de bandas em 1352 e 1158 cm™ caracteristicas de estiramentos SO,, bem
como a presenca de bandas em 925-738 cm™ caracteristicas de estiramentos

referentes a varias deformacdes axiais do sistema S-O-C.
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Figura 115. Espectro de IV do compos28.

No espectro de IV do composto 24 (Figura 116), a principal diferenca

observada foi a presenca da banda em 2099 cm™ referente ao estiramento do

grupo azido Nz, quando comparado com o0s espectros de IV de seus

precursores.
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GO

40

20 | 3383 2923

OH B

Transmitancia (%)

4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 116. Espectro de IV do composid.

A andlise do espectro de RMN de H do composto 22 (Figura 117)
mostrou a presenca dos multipletos em 03,93 ppm, 3,81 ppm e 3,41 ppm que
podem ser atribuidos aos hidrogénios H-12, H-7 e H-3 bem como o simpleto
em 03,63 ppm referente aos trés hidrogénios de H-25, além dos outros sinais

caracteristicos do restante da molécula.
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— 72472

1 Indegral

——3.973¢
— 18149

F5HE—
— 34155

23 a0 A3 a0 7a o 6F 60

Figura 117.Espectro de RMN de 'H do compo3®(CDCl;, 300MHZz)

Por meio do espectro de RMN de *H do composto 23 (Figura 118)

observou-se o multipleto em 0 4,50 ppm, referente ao hidrogénio de H-3 que

encontra-se em campo mais desblindado quando comparado ao hidrigénio H-3

do seu precursor 22. Em 04,11 e 3,99 ppm tem-se 0s sinais que podem ser

atribuidos aos hidrogénios H-12 e H-7, respectivamente,

bem como os

simpletos referentes aos trés hidrogénios OCH3; em 03,66 ppm e de H-26 (CHj3

mesilico) em J2,99 ppm, além dos outros sinais caracteristicos do restante da

molécula.
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Figura 118. Espectro de RMN de *H do compaaB(CDCl;, 300MHZz)
Por meio do espectro de RMN de *H do composto 24 (Figura 119)

observou-se 0s multipletos em 03,97 ppm, referentes ao hidrogénio de H-12, e
em 03,86 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-7. Destaca-
se também a presenca do simpleto referente aos trés hidrogénios de H-25 em J&

3,66 além dos outros sinais caracteristicos do restante da molécula.
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Figura 119. Espectro de RMN de *H do compaz4q CDCl;, 300MHz).
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7.1.1.2. Procedimento geral de cicloadigdo (25-27)

Os derivados aminoalcinoquinolinicos 5, 6, ou 7 e o derivado de acido
célico com grupo azido 24 foram dissolvidos em DMSO/H,O 4:1, a essa
solugdo, CuSO4.5H,0 e ascorbato de sodio foram adicionados em
quantidades cataliticas. A mistura de reacdo foi mantida sob agitacdo durante
48 h a temperatura ambiente e posteriormente o solvente foi evaporado sob
presséao reduzida. O residuo formado foi purificado por cromatografia em coluna
de silica (CCS) utilizando MeOH/CH,CI, 3:7 permitindo a obtencdo dos
conjugados de acido colico/aminoquinolina 25, 26, ou 27 (Figura 120),

respectivamente, com rendimentos de 60% a 70%.

H S
N Z
HN- NCHp \/
i -
~ v a4 G /N
_ HN- (CHYR N
Cl N
5n=1 o 25 n=1
6 =2 P 26 n=2
7n=3 cl N 27 n=3

i: CuS0,4.5H,0, ascorbato de s6dio, DMSO/H,0, 24 - 48h, 25 °C

Figura 120.Esquema de sintese dos compo253y7.

A féormula molecular, massa molar, rendimento, eluente e Rf para CCD,
eluente para coluna cromatografica, caracteristicas fisicas e faixa de fusdo dos

compostos 25 a 27 estdo apresentados na tabela 13.

114



Capitulo 1_Parte IV Resultados e Discussées

Tabela 13Dados das reacdes de obtengcdo dos comp@&ta7 e suas caracteristicas fisicas

Caracteristica

ccd ccs Rendimento fisica/ Faixa de
(Eluente e  (eluente) fusdo
Rf)
25 C39Hs5CINgO4 CH.Cl,/ CH,CI,/ i I
s6lido amarelo
707,34 gimol N:;H MelC?lH 70% 128 °C
Rf= 0,33
C40H57CINgO4 CH,CI,/ CHCly/ 6leo amarelo
26 721,37 g/mol MeOH MeOH 65%
5:95 7:3
Rf= 0,35
CH,Cly/
C41H59CINgO4 MeOH CH,CI,/ 73% 6leo amarelo
27 735,40 g/mol 5:95 MeOH
Rf= 0,40 8:2
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Caracterizagdo do Metil 3p-(N-[(7-cloroquinolin-4il)amino]etilamino)-1H-

1,2,3-triazol-1-il)]7a-12a-diidroxi-5p-colano-24-oato 25

No espectro de IV (Figura 121) do composto 25 notou-se a presenca da
banda em 3340 cm™ que pode ser atribuida aos estiramentos NH e OH, a
presenca da banda em 2930 cm™ referente ao estiramento C-H alifatico e
também destaca-se a presenca da banda em 1581cm™ relacionada ao
estiramento das ligacées C=C e C-N.

40
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Transmitancia %

25 4
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Figura 121.Espectro de IV do compos?5.

A andlise do espectro de RMN de *H do composto 25 mostrou, além dos
sinais referentes ao anel quinolinico, o simpleto que pode ser atribuido ao
hidrogénio do 1,2,3-triazol em 67,76 ppm. Destaca-se ainda os simpletos em J
3,83 e 3,63 referentes aos hidrogénios metilénicos H-3' e ao CH3; de H-25"
respectivamente, bem como os outros sinais referentes ao restante da

molécula (Figura 122).
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carbonos do anel quinolinico e aos dois carbonos triazélicos, bem como sinais

referentes aos carbonos metilénicos da porcéo acido colico (Figura 123).
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Figura 122.Espectro de RMN de 'H do compo2&CD;0D, 300 MHz)
No espectro de RMN de 13C foram observados 0s sinais referentes aos
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Figura 123.Espectro de RMN de 3C do compdasgCD;OD, 75 MHz).
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O espectro de massas (ES) apresentou sinal em 707,4 m/z,
correspondente a [M+H]*, (Figura 124) que esta coerente com o valor calculado

(707,4 m/z), evidenciando desta forma a massa molar do composto 25.

1: TOF MS ES+
707.4 8.79e3

T m/z

150 | 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100

Figura 124.Espectro de massas (ES) do comp@sto
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Caracterizagdo do Metil 3p-(N-[(7-cloroquinolin-4il)amino]propilaminoetil)-
1H-1,2,3-triazol-1-il)]7a-12a-diidroxi-5p-colano-24-oato 26

A analise do espectro de RMN de *H do composto 26 mostrou, além dos
sinais referentes ao anel quinolinico, um simpleto que pode ser atribuido ao
hidrogénio do 1,2,3-triazol em 67,52 ppm. Destaca-se ainda os simpletos em J
3,99 e 3,65 referentes aos hidrogénios metilénicos da posicéo H-4’ e ao CH3 de

H-25" respectivamente, bem como 0s outros sinais referentes ao restante da

molécula (Figura 125).

ppm
8
8
7
7.
7
re
7
7

Figura 125.Espectro de RMN de H @ompost®6 (CDCl;, 300 MHZz).

Noespectro de RMN de 13C observou-se sinal em d174,9 ppm que pode
ser atribuido ao carbono da posicédo 24” (carbonila), foram observados os sinais
referentes aos carbonos do anel quinolinico e aos dois carbonos do anel
triazélico, bem como sinais referentes aos carbonos metilénicos da porgéo

acido cdlico (Figura 126).
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Figura 126.Espectro de RMN de 13C do compags§CDCl;, 75 MHz).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 25 (Figura 127)
apresentou um sinal em 721,4210 m/z, correspondente a [M+H]", (calculado

721,4208 m/z) que evidencia a massa molar da substancia.

Elemental Compesition Repon Page 1

Single Mass Analysis
Tolerance= 50 PPM /| DBE: min=-20.0, max = 150.0
lsatope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance= 1.0%

Maresdsotopic Mass, Odd and Even Blectron lons
754 formulale) evaluatad with 1 Esults within limits (all results (up to 1000} for each mass)
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Figura 127.Espectro de massas HRMS2te
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Caracterizagdo do Metil 3p-(N-[(7-cloroquinolin-4il)amino]butilaminoetil)-
1H-1,2,3-triazol-1-il)]7a-12a-diidroxi-5p-colano-24-oato 27

ApoOs a analise do espectro de RMN de *H do composto 27 observou-se,
além dos cinco sinais referentes ao anel quinolinico, um simpleto que pode ser
atribuido ao hidrogénio do 1,2,3-triazol em J 7,51 ppm. Destaca-se ainda os
simpletos em 9 3,92 e 3,66 ppm referentes aos hidrogénios metilénicos da
posicdo H-5' e ao CH;3; de H-25" respectivamente, bem como os outros sinais

referentes ao restante da molécula (Figura 128).
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Figura 128.Espectro de RMN de H do compo2i(CDCl;, 300 MHz).

De acordo com a analise do espectro de RMN de 3C (Figura 129)
observou-se em 6174,9 o sinal da carbonila C-24", foram observados os sinais
referentes aos carbonos do anel quinolinico e os dois carbonos do triazo,l entre
098,8-151,6, bem como sinais referentes aos carbonos metilénicos da porcéo
alifética e aliciclica da molécula, entre 12,6-76,8.
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Figura 129.Espectro de RMN de 3C do compd3idCDCl;, 75 MHz).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 27 (Figura 130)
apresentou um sinal em 735,4362 m/z, correspondente a [M+H]", (calculado
735,4365 m/z) que evidencia a massa molar da substancia.
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2120 formulale’ evaluated with 1 results within limits fall rezults (up bo 10040) for each mass)
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Figura 130.Espectro de massas HRMS2ie

A tabela 14 mostra algumas dos principais sinais de RMN 'H dos

compostos 25, 26 e 27.
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Tabela 14 Principais deslocamentos quimicos de RMNIe25, 26 e 27

25 3 (ppm) 26 3 (ppm) 275 (ppm)
CDsOD CDCl3 CDCls;

H-2 8,34 8,40 8,44

H-3 6,51 6,27 6,33

H-5 8,12 8,12 7,77

H-6 7,37 7,17 7,23

H-8 7,88 7,87 7,89

H-t 7,73 7,52 7,51

H-1’ 3,26 3,39 3,28
%E;MA@NA 2,93 2,99 2,95
%Au/@\@;a 3,89 3,99 3,92
H-3" 3,65 3,87 3,67
OCHjs 3,60 3,65 3,66
H-18 0,80 0,81 0,82
H-19 0,69 0,68 0,68
H-20 0,98 0,99 0,99
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A proposta de obtencdo dos compostos que possuem em suas
estruturas trés grupos com importancia biolégica, que sdo os analogos
aminoquinolinicos, o grupo esteroidal e o triazol, foi bem sucedida e permitiu a
obtencéo de trés novas substancias (compostos 25-27). Conforme sera visto
na parte VI, os conjugados 25-27 apresentaram resultados antileishmania e
antituberculose melhores que seus precursores aminoalcinoquinolinicos 5-7, 0
que evidencia a ideia de que o grupo esteroidal pode atuar como bom

carreador de farmacos.
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7.2. Parte Experimental

7.2.1. Métodos Gerais
Ver item 4.2.1

7.2.2. Obtencgdo do Azido Derivado de Acido Célico

Sintese e caracterizagdo do éster metil-3p,7a,12a-triidroxi-5p-colano-24-
ato 22

Em um baldo de fundo redondo (100 mL) contendo &cido colico (7,6
mmol) em metanol (30 mL), adicionou-se lentamente 20 gotas de acido
cloridrico concentrado 37% sob agitacdo constante a temperatura ambiente por
24 horas. A reacao foi acompanhada através de CCD (Rf= 0,3 Hexano/AcOEt,
1:1), onde verificou-se a formacdo de um produto mais apolar que o de partida.
Prosseguiu-se com neutralizacdo do meio a pH 7 usando NaOH 1 mol/L. O
solvente organico foi removido sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi
cristalizado em acetato de etila. O composto 22 foi obtido em rendimento

quantitativo.

As caracterizacoes estdo de acordo com aquelas da literatura (AHER et
al, 2005; PORE et al, 2006).

Figura 131.Estrutura do derivado de &cido cdlico esterificetih

FM= C25H4205

MM= 422,6 g/mol

Caracteristica fisica= solido branco

Ponto de fuséo: 158°C

Rf= 0,3 (Hex/AcOEt 1:1); Revelador=20% solucéo etandlica de H,SO4
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IV (KBr) (cm ™): 3384 (estiramento de O-H), (estiramento C-H alifatico), 1739
(estiramento C=0 de ésteres).

RMN de *H (300 MHz, acetona deuterada) o (ppm), J (Hz): 3,94 (1H, m, H-12),
3,79 (1H, m, H-3), 3,58 (3H, s, H-25), 3,31 (1H, m, H-7), 0,98 (3H, s, H-21), 0,88
(3H, s, H-18), 0,68 (3H, s, H-19).

RMN de 3C (75 MHz, acetona deuterada) & (ppm): 174,7 (C-24), 72,3 (C-12),
72,1 (C-7), 68,1 (C-3), 51,5 (C-13), 47,4 (C-25), 47,1 (C-2), 42,9 (C-14), 42,6 (C-
14), 40,8 (C-8), 40,6 (C-9), 36,4 (C-1), 36,3 (C-10, C-4 e C-6), 29,6 (C-11), 29,5
(C-10), 23,9 (C-15), 23,2 (C-21), 17,5 (C-19), 12,9 (C-18).

Sintese do 3a,24-dimesiloxi-7a,12a-diidroxi-5p-colano 23

Em um baldo de 100 mL contendo 2g do composto 22 (4,92 mmol) em
diclorometano (20 mL) adicionou-se 6,4 mL de trietilamina a 0°C. Em seguida,
cloreto de metano sulfonila (4,92 mmol) foi adicionado lentamente a mistura de
reacdo. A mistura de reacdo foi mantida sob agitacdo por 2 h a 0°C e
acompanhada atravées de CCD (Hexano/AcOEt, 1:1), onde verificou-se a
formacdo de um produto mais apolar. O solvente organico foi lavado com
solucéo saturada de NaCl e removido sob presséo reduzida. O residuo obtido
foi purificado por CCS usando uma mistura em escala gradiente de polaridade
de Hex/AcOEt. O composto mesilado 23 foi obtido com rendimento de 80%.

As caracterizacfes estdo de acordo com dados da literatura (AHER et al,
2005; PORE et al, 2006).

HyC—S—0""

0]

Figura 132.Estrutura do derivado de &cido célico mesilazin
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FM= Cy6H407S

MM= 500,69 g/mol

Caracteristica fisica= 0Oleo translucido

Rf= 0,8 (Hex/AcOEt 1:1); Revelador=20% solucao etandlica de H,SO,4

IV (KBr) (cm ™): 3444 (estiramento de O-H), 2945 (estiramento C-H alifatico),
1732 (estiramento C=0 de ésteres), 1348 e 1172 (estiramento SO;), 916-738

(estiramentos S-O-C).

RMN de H (300 MHz, CDCl3) J(ppm), J (Hz): 4,50 (1H, m, H-3), 4,11 (1H, m,
H-12), 3,99 (1H, m, H-7), 3,67 (3H, s, H-25), 2,99 (3H, s, H-26), 0,97 (3H, s, H-
21), 0,90 (3H, s, H-18), 0,69 (3H, s, H-19).

RMN de 2C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 175,2 (C-24), 72,3 (C-12), 83,1 (C-7),
76,8 (C-3), 73,0 (C-13), 22,3 (C-21), 17,4 (C-19), 12,6 (C-18).

Sintese do metil-3p-azido-7a,12a-diidroxi- 5p-colano-24-ato 24

Em um baldode 100 mL, adicionou-se uma solucdo do derivado
mesilado 23 (1,4 mmol) em DMF (10 mL) e azida sdodica (5,3 mmol). A mistura
de reacdo foi mantida sob agitacdo constante a 120°C por 36 h. Através de
CCD (Hexano/AcOEt, 1:1), verificou-se a formacédo de um produto mais polar
que seu precursor. Apos remocdo do solvente sob pressdo reduzida
prosseguiu-se com purificagdo através de CCS usando uma mistura em escala
gradiente de polaridade de Hex/AcOEt. Foram obtidos 1,9 g do composto
desejado 24 (rendimento de 60%).

As caracterizagOes estao de acordo com dados da literatura (AHER et al,
2005; PORE et al, 2006).
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Figura 133.Estrutura do derivado azido de acido colizé.
FM= C25H41N304
MM= 447,61 g/mol
Caracteristica fisica= cristal branco
Ponto de fuséo: 175°C
Rf= 0,8 (Hex/AcOEt 1:1); Revelador=20% solucéo etandlica de H,SO,4

IV (KBr) (cm ™): 3550 (estiramento de O-H), 2920 tem-se C-H (estiramento C-H
alifatico), 2098 (estiramento N3), 1730 (estiramento C=0 de ésteres).

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) o (ppm), J (Hz): 3,93 (1H, m, H-12), 3,85 (2H, m,
H-3 e H-7), 3,61 (3H, s, H-25), 0,93 (3H,s, H-21), 0,91 (3H, s, H-18), 0,64 (3H, s,
H-19).

RMN de 13C (75 MHz, acetona deuterada) & (ppm): 174,5 (C-24), 72,6 (C-12),
67,9 (C-7), 59,7 (C-3), 51,4 (C-13), 47,4 (C-25), 47,1 (C-2), 42,9 (C-14), 42,6 (C-
14), 40,8 (C-8), 40,6 (C-9), 35,4 (C-1), 33,7 (C-10, C-4 e C-6), 28,2 (C-11), 26,9
(C-10), 23,7 (C-15), 23,5 (C-21), 17,4 (C-19), 12,8 (C-18).
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7.2.3. Procedimento geral para cicloadigdo e obtengdo dos derivados
triazélicos 25, 26 e 27

Os derivados aminoalcinoquinolinicos 5, 6, ou 7 (0,6 mmol) e o azido 24
(0,8 mmol) foram dissolvidos em DMSO/H,O 4:1 (9,0 mL). A esta solucao,
CuS0,4.5H,0 (0,03 mmol) e ascorbato de sodio (0,2 mmol) foram adicionados.
A mistura de reacdo foi agitada durante 48 h a t.a. e foi entdo extraida com
CH,CI»/H,0. A fase organica foi lavada com NaHCOg3, solucdo aquosa de NaCl
e por fim agua destilada. O solvente foi evaporado sob presséo reduzida e o
residuo bruto foi purificado por CCS utilizando MeOH/CH,CI;, 3:7. Os compostos
25, 26 e 27 foram obtidos com um rendimento de 60 a 70%.

AN (G
AN
25 n=1
Z 26 n=2
i N 27n=3

Figura 134.Conjugados aminoquinolina/esterids - 27.
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Caracterizagdo do Metil 3p-(N-[(7-cloroquinolin-4il)amino]etilamino)-1H-

1,2,3-triazol-1-il)]7a-12a-diidroxi-5p-colano-24-oato 25

21"

OH 18 24™0CH,
25"

‘ M/"”’/o H
. H\/4‘<\’\\l\
AN S N

Figura 135.Estrutura do compost®5.
FM= C39Hs55CINgO4 ; MM= 707,34 g/mol
Caracteristica fisica= cristal amarelado; Ponto de fusdo: 128°C
Rf= 0,3 (MeOH/CH,CI, 2:8); Revelador= UV
Rendimento: 62%
IV (KBr) (cm ™): 3395 (estiramento de amina aromatica), 2945 (estiramento C-
H aromatico), 2850 (estiramento C-H alifatico), 1587 (estiramento C=C e C-N).

RMN de H (300 MHz, CD30D) & (ppm), J (Hz): 8,31 (d, 1H, J= 4,0 Hz, H-2");
8,08 (d, 1H, J= 6,0 Hz, H-5Y); 7,88 (s, 1H, H-5' triazol); 7,73 (s, 1H, H-8"); 7,37
(dd, 1H, J= 6 Hz, J= 2 Hz, H-6"); 6,51 (d, 1H, J= 4 Hz, H-3"); 4,53 (s, 1H, H-12);
3,60 (s, 1H, H-7); 3,89 (s, 2H, H-3"); 3,49 (s, 3H, H-25"); 3,45 (m, 2 H, H-1");
2,93 (m, 2H, H-2"); 0,97 (d, 3H, J= 6 Hz, H-21"); 0,76 (s, 3H, H-18"); 0,65 (s, 3H,
H-19”).

RMN de =2C (75 MHz, CDs0OD) &(ppm): 176,4 (C-24); 152,6 (C-4’); 152,0 (C-2);
149,3 (C-9"); 146,3 (C-4' triazol); 136,3 (C-7’); 127,3 (C-8"); 125,9 (C-6"); 124,3
(C-5' triazol); 123,3 (C-5); 118,6 (C-10°); 99,5 (C-3"); 73,7 (C-12); 68,7 (C-7");
58,2 (C-3”); 51,8 (C- 13”); 48,8 (C-25"); 47,1 (C-2"); 23,3 (C-21"); 17,4 (C-19");
12,8 (C-18").

ESI-MS (TOF), m/z: teérico [M+H]" 707,4 m/z; experimental [M+H]" 707,4 m/z.
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Caracterizagdo do Metil 3p-(N-[(7-cloroquinolin-4il)amino]propilaminoetil)-

1H-1,2,3-triazol-1-il)]7a-12a-diidroxi-5p-colano-24-oato 26

Figura 136.Estrutura da compost?6.

FM= C40Hs7CINgO4

MM= 721,37 g/mol
Caracteristica fisica= 6leo
Rf= 0,4 (MeOH/CH,CI;, 5:95)
Revelador= UV

RMN de H (300 MHz, CDCl3) d (ppm), J (Hz): 8,38 (d, 1H, J= 4,0 Hz, H-2);
7,87 (s, 1H, H-8); 7,74 (d, 1H, J= 6,0 Hz, H-5); 7,52 (s, 1H, H-6’ triazol); 7,20
(dd, 1H, J= 6,0 Hz, J= 2,0 Hz, H-6); 6,27 (d, 1H, J= 4 Hz, H-3); 4,52 (s, 1H, NH);
3,99 (s, 2H, H-4%); 3,87 (s, 1H, H-7"); 3,65 (s, 3H, H-25"); 3,47 (m, 2 H, H-1');
2,99 (m, 2H, H-3’); 0,97 (d, 3H, J= 6 Hz, H-21"); 0,81 (s, 3H, H-18"); 0,68 (s, 3H,
H-197).

RMN de 13C (75 MHz, CDCI3) o (ppm): 174,9 (C-24"); 151,4 (C-4); 150,5 (C-2);
144,6 (C-9); 144,6 (C-5' triazol); 135,5 (C-7); 126,8 (C-8); 125,4 (C-6); 123,0 (C-
6’ triazol); 122,9 (C-5); 121,4 (C-10), 114,0 (C-3), 73,0 (C-12"), 68,2 (C-7"), 57,0
(C-3"), 51,7 (C-13"), 48,4 (C-25"), 38,3 (C-14); 22,9 (C-21"); 17,5 (C-197); 12,7
(C-18").

TOF MS ES® (HRMS): [M+H]" 721,4208 m/z (calculado); 721,4210 m/z

(experimental)
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Caracterizacdo do Metil 3p-(N-[(7-cloroquinolin-4il)amino]butilaminoetil)-
1H-1,2,3-triazol-1-il)]7a-12a-diidroxi-5p-colano-24-oato 27

20” (@]

2,
OH 18" 4™OCH,

Figura 137.Estrutura do compostd?7.
FM= C41Hs59CINgO4
MM= 735,40 g/mol
Caracteristica fisica= 6leo
Rf= 0,37 (MeOH/CH,CI;, 5:95)
Revelador= UV
RMN de *H (300 MHz, CDCl3) é(ppm), J (Hz): 8,44 (d,1H, J= 3,0 Hz, H-2); 7,88
(s, 1H, H-8); 7,77 (d, 1H, J= 6,0 Hz, H-5); 7,51 (s, 1H, H-7’ triazol); 7,23 (dd, 1H,
J=6,0 Hz, J= 2,0 Hz, H-6); 6,32 (d, 1H, J= 3,0 Hz, H-3); 3,92 (s, 2H, H-5’); 3,88
(s, 1H, H-3"); 3,66 (s, 3H, H-25"); 3,28 (m, 2 H, H-1"); 0,99 (d, 3H, J= 6 Hz, H-
21"); 0,82 (s, 3H, H-18"); 0,68 (s, 3H, H-19").

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 174,9 (C-24"); 151,6 (C-4); 150,5 (C-2);
148,7 (C-9); 145,3 (C-6' triazol); 134,8 (C-7); 127,8 (C-8); 124,9 (C-6); 122,3 (C-
7' triazol); 121,2 (C-5); 117,4 (C-10); 98,8 (C-3); 72,9 (C-12"); 68,0 (C-7"); 56,9
(C-3"); 51,6 (C-13"); 48,7 (C-25"); 47,3 (C-2"); 22,9 (C-21"); 17,5 (C-19”); 12,7
(C-18").

TOF MS ES® (HRMS): [M+H]" 735,4365 m/z (calculado); 735,4362 m/z

(experimental).
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8. Parte V

Sintese dos Derivados Triazodlicos

Nesta parte do trabalho serd abordada a sintese de derivados triazdlicos
sem a presenca dos grupos quinolinicos e esteroides com o objetivo de verificar
e comparar a atividade biologica desses compostos. Os derivados 1,2,3-
triazolicos-1,4-dissubstituidos foram obtidos a partir de reacbes do tipo “click”
entre &lcool propargilico e os azidos azidometano, acido 2-azidoacético, 3-
azido-1-propanol e 1-azidobutano para obtencdo dos compostos 28-31. Uma
vez obtidos esses triazois, suas propriedades biologicas foram avaliadas a fim

de verificar a atividade do grupo triazol isoladamente (Figura 138).

o Vi N/R 28- R= CH;
/ 29- R= CH,COOH
N=—N 30- R= CH,(CH,),0OH
31-R= CH2(CH2)2CH3

Figura 138.Moléculas propostas na parte V.
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8.1. Resultados e Discussdes

Os 1,2,3-triaz0is-1,4-dissubstituidos ((1-metil-1H-1,2,3-triazol-4-il)
metanol 28, acido 2-(4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) acético 29, 3-[4-
(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-iljpropan-1-ol 30 e (1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-
ilmetanol 31 foram obtidos por meio da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar
catalisada por ion cobre (I) com os correspondentes azidos (azidometano,
acido 2-azidoacético, 3-azidopropan-1-ol e azidobutano) e alcool propargilico
(Figura 139).

OH /\/\ /\/\
CHjl Br/\[( Br OH Br
0

NaN3 NaN
EtOH/H,0 1:1 NaN; H,0 NaN; DMF EtOH/aH 30 11
60°C, 12h ta. 18h 80°C, 24h OHH,O 1

3

N/\/\]

Ns/\I( N3 OH
o)

HOCH,CCH
CuS0,4.5H,0
ascorbato de sédio

EtOH/H,0 1:1
t.a., 48h

R 28- R=CH3
S 29- R=CH,COOH
HO/\(\N 30- R= CH,(CH,),OH
_ 31- R= CHy(CH2),CHs
N—/—N
Figura 139.Esquema de sintese dos compo2831.

Os azidos n-alquiladas (azidometano e l-azidobutano) foram geradas a
partir dos derivados halogenados iodeto de metila e brometo de buitila,
respectivamente, e NaN3 em etanol/agua (1:1) sob agitagcdo por 12 horas a
60°C. Em seguida, prosseguiu-se com a reacdo de cicloadicdo in situ

adicionando alcool propargilico, CuSO,4.5H,0 e ascorbato de sodio e deixou-se
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sob agitacdo constante a t.a. por 48h para a obtencéo dos derivados triazolicos
28 e 31 com rendimento de 80% (APPUKKUTTAN et al, 2004; VEERAKUMAR
et al, 2011)

Para a obtencéo de &cido 2-(4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) acético
29, partiu-se da sintese do &cido 2-azidoacético conforme descrito na parte Il
(item 6.1.1) desse trabalho. Prosseguiu-se com adicdo de alcool propargilico,
CuS0,4.5H,0 e ascorbato de sédio, deixou-se sob agitacdo constante a t.a. por
48h para a obtenc¢do do derivado triazélico 29 com rendimento de 85%.

Por fim, 4-hidroximetil-1-(3-hidroxipropil)-1,2,3-triazol 30 foi obtido por
meio da reacao do tipo "click” (seguindo o0 mesmo procedimento acima para 0s
compostos 28, 29 e 31), entre o alcool propargilico e 3-azido propan-1-ol,
previamente sintetizado pela reacdo entre o 3-bromo 1-propanol e NaNz em
DMF a 80°C por 24h (JLALIA et al, 2009; JLALIA et al, 2010; MOORE et al,
2011).

Todos os derivados triazolicos 28-31 foram lavados sucessivas vezes
com etanol e posteriormente passaram por processo de filtragcdo para a
remocao dos catalisadores. Todos se apresentaram sob forma de 6leo marrom

e foram caracterizados através de RMN de *H e RMN de *°C.

Caracterizagdo do (1-metil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol 28

HO 7z N/

N=N,
3

Figura 140.Estrutura do (1-metil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol 28

No espectro de RMN de 'H de 28 (Figura 141) pode-se observar a
presenca do simpleto em J 7,94 que pode ser atribuido ao hidrogénio H-5 do
anel triazolico, em uma regido de menor deslocamento quimico temos 0s
hidrogénios metilénicos de H-1' e o grupo metila referente aos 3 hidrogénios de

H-2' em 04,14 e 3,40, respectivamente.
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art101 1 (10 1H) D20 300mMHz

r 5
Ho/\‘(\N/z'
]
N=—N

H-2

H-1"

) T T T T T T T T T T T T T T T T T
P 5 ES & 75 L &5 & 55 5 45 4 35 3 s H 15 1

Figura 141.Espectro de RMN d#f de28 (300 MHz, RO).

No espectro de RMN de **C de 28 (Figura 142) podem ser observados
0s sinais dos carbonos do anel triazélico em J 153,0 e 131,2, C-4 e C-5,
respectivamente, bem como os sinais de C-1' e C-2° em J55,2e 43,0,

respectivamente.
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art101 2 (10 13C) D20 300MHz

r 5
4 .
HO/\(\/N/Z
N—™N
c-1
c-2
-5
C-4
_J. e, JLJ - \ -—-Jllml.

. T T T T T T T T T T T T
L 170 15 150 o 120 120 1o ] =0 20 o @ =0 40 20

Figura 142.Espectro de RMN d€C de28(75MHz, QO + dioxano).

Caracterizagdo do dcido 2-(4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) acético 29

Figura 143.Estrutura doacido 2-(4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) acéwc29.

No espectro de RMN de 'H de 29 (Figura 144) pode ser observado a
presenca do simpleto em 0 7,90 que pode ser atribuido ao hidrogénio H-5 do
anel triazélico, bem como em uma regido de menor deslocamento quimico
temos os simpletos referentes aos grupos metilénicos de H-1’ e H-2’ em 94,64

e 5,18, respectivamente.
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afBbh 1 (1D 1H) D20 300MHz

/\%

H2 | B

T T T T T T
e L] BE & [4:] 7 LX) [:] 55 -] 45 4 35 3 25 3 15 i

Figura 144.Espectro de RMN d#{ de29 (300 MHz, RO).

A andlise do espectro de RMN de *C de 29 (Figura 145) mostrou a
presenca de um sinal que pode ser atribuido ao carbono carbonilico em 6177,1
e os sinais referentes aos carbonos do anel triazélico C-4 e C-5 séo observados
em 0153,2 e 131,7, respectivamente. Os sinais correspondentes aos carbonos

metilénicos de C-1' e C-2’ podem ser observados em 660,8 e 57,5.
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artébh 2 (10 13C) D20 300MHz

HO/\%\N/\[(OH
N:N/ fo)

. T T T T T T T T T T T T T
e 1 180 170 160 150 140 130 120 1o 100 &0 20 T ] =] 40 0 0|

Figura 145.Espectro de RMN d€C de29 (75MHz, QO + dioxano).

Caracterizagdo do 4-hidroximetil-1-(3-hidroxipropil)-1,2,3-triazol 30

N—/—N
3 2

Figura 146.Estrutura do 3-[4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il][propan-1-ol 30

A andlise do espectro de RMN de 'H de 30 (Figura 147) mostrou a
presenca do simpleto em 07,96 que pode ser atribuido ao hidrogénio H-5 do
anel triazélico, bem como o simpleto referente aos hidrogénios metilénicos de
H-1' em 04,66, os tripletos caracteristicos dos grupos metilénicos H-2' e H-4'
podem ser observados em 94,47 e 3,52, respectivamente, os dois hidrogénios
de H-3’ podem ser atribuidos ao quinteto em 02,09.

A expans&o do espectro de RMN de *H de 30 na regi&o de 4,50 a 2,07
ppm, permitiu observar as multiplicidades de H-2’, H-3" e H-4’ (Figura 147).
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H-1'
|
A w2 (e |
| | |
Ho/r\%\N/z-\g/‘V\OH il, H-3'
H5 N:N/ K ‘ )
| ]

R —————————
.......

! ppm.

Figura 147.Espectro de RMN d#{ de30(300 MHz, RO).

No espectro de RMN de **C de 30 (Figura 148) pode-se observar o
carbono do anel triazolico C-5 em 0 130,3. Os sinais em 0 64,5, 60,8, 53,3 e

38,0 podem ser atribuidos aos carbonos metilénicos de C-1’, C-4’, C-2' e C-3,

respectivamente.
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Figura 148. Espectro de RMN df8C de30(75MHz, QO + dioxano).

Caracterizagdo do (1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol 31
It 5

HO/\(\N/T\/\
/' ’ :

N—/—N
3 2

Figura 149.Estrutura do (1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol 31

Por meio espectro de RMN de *H de 31 (Figura 150) pode ser observada
a presenca do simpleto em 07,92 que pode ser atribuido ao hidrogénio H-5 do
anel triazélico, bem como o simpleto referente aos hidrogénios metilénicos de
H-1' em o0 4,66, os tripletos caracteristicos dos grupos metilénicos H-2' e H-5’
podem ser observados em 9 4,36 e 0,83, respectivamente, o quinteto em J
1,80 e o multipleto em 01,18 podem ser atribuidos aos hidrogénios metilénicos

de H-3' e H-4’, respectivamente.
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Figura 150.Espectro de RMN d#f de31 (300 MHz, RO).

No espectro de RMN de *C de 31 (Figura 151) pode-se observar os
sianis referentes aos carbonos do anel triazélico C-4 e C-5 em 153,6 e 130,0.
Os cinco sinais em 960,9, 56,2, 37,8, 25,3 e 19,0 podem ser atribuidos aos

carbonos metilénicos C-1’, C-2’, C-3’, C-4’ e C-5’, respectivamente.
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Figura 151. Espectro de RMN df8C de31 (75MHz, QO + dioxano).
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8.2. Parte Experimental

8.2.1. Métodos Gerais
Veritem 4.2.1

8.2.2. Sintese dos derivados azido

o NN NN
CH3N3 N3/\H/ N3 OH N3
o]
57,05 g/mol 101,06 g/mol 101,10 g/mol 99,13 g/mol

Figura 152.Azidos utlizados na parte V.

Os azidos n-alquiladas (azidometano e 1-azidobutano) foram geradas a
partir dos derivados halogenados iodeto de metila (36,5 mmol) e brometo de n-
butila (36,5 mmol), respectivamente, e NaN3 (36,5 mmol) em etanol/agua (1:1,
30 mL) sob agitacdo por 12 horas a 60°C. Os azidos ndo foram isolados e a
etapa seguinte (“click”) foi realizada in situ.

A sintese do &cido 2-azidoacético foi realizada conforme descrito na
parte Il (item 6.1.1) desse trabalho.

O 3-azido 1-propanol foi sintetizado pela reacéo entre o 3-bromo propan-
1-ol (14,4 mmol) e NaN3 (28,8 mmol) em 10 mL de DMF a 80°C por 48h. O
desenvolvimento da reacéo foi acompanhado por CCD (eluente: hexano/AcOEt
8:2, reveladores: I, e solucao etandlica de H,SO4 20%, Rf 0,6).

Prosseguiu-se com adicdo de agua destilada (20 mL) e extracdo com
CH.CI, (3 X 30 mL). A fase organica foi removida sob presséo reduzida e o
produto desejado foi obtido sob forma de 6leo amarelo com 70% de rendimento
(20,0 mmol).

144



Capitulo 1_Parte V Parte Experimental

8.2.3. Procedimento geral para cicloadigdo e obtengdo dos derivados

triazédlicos 28 - 31.

Procedimento para sintese in situ do 1-metil-4-hidroximetil-1,2,3-triazol 28
e do 1-butil-4-hidroximetil-1,2,3-triazol 31

Ao meio reacional contendo as respectivas azidas (36,5 mmol) em 30
mL de etanol/agua (1:1), obtidas conforme descrito anteriormente, prosseguiu-
se com a reacao de cicloadigdo adicionando alcool propargilico (47,5 mmol),
CuS0,4.5H,0 (1,8 mmol) e ascorbato de sodio (14,8 mmol) e deixou-se sob
agitacao constante a t.a. Como a visualizacéo de formacgéo do produto por CCD
nao foi efetiva, a reacéo foi monitorizada por analise de RMN de *H de aliquotas
a cada 24h de reagao.

Apos 48h o solvente foi removido sob pressdo reduzida e foram
realizadas sucessivas lavagens com EtOH, para remocéao, por filtracdo, dos
catalisadores e dos sais formados insoluveis no solvente de lavagem. O
solvente foi removido sob pressdo reduzida. Os derivados triazdlicos 28 - 31

foram obtidos sob forma de 6leo castanho com rendimentos superiores a 80 %.

Caracterizagdo do (1-metil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol 28

1 5 2
HO/Y\/N]/
N=N,

3

Figura 153. Estutura do compost28.
FM= C4H7N30

MM= 113,12 g/mol
Caracteristica fisica= 6leo

RMN de 'H (300 MHz, D,0) & (ppm), J (Hz): 7,94 (s, 1H, H-5), 4,14 (s, 2H,
CH,0H), 3,49 (s, 3H, CHy).
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RMN de *3C (75 MHz, D,O + Dioxano) J(ppm): 153,0 (C-4); 131,2 (C-5); 55,2
(CH,OH); 43,0 (CHa).
Caracterizagdo do dcido 2-(4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il) acético 29

_N2 Ie)
Figura 154. Estutura doccompost@9.

FM= C5H7N303

MM= 157,13 g/mol

Caracteristica fisica= 6leo

RMN de *H (300 MHz, D,0) & (ppm), J (Hz): 7,91 (s, 1H, H-5); 5,18 (s, 2H,
CH,COOH); 4,64 (s, 2H, CH,OH).

RMN de C (75 MHz, D,O + Dioxano) J (ppm): 177,1 (C=0); 153,2 (C-4);
131,7 (C-5); 60,8 (CH,OH); 57,5 (CH,COOH).

Caracterizagdo do 1-[4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il] propan-1-ol 30

I 5 2 4
HO/\“(\ W N
/! !
N=—/=N
3 2

Figura 155. Estutura do compostg0.
FM= CgH11N30>
MM= 157,17 g/mol
Caracteristica fisica= 6leo

RMN de *H (300 MHz, D,0) J(ppm), J (Hz): 7,96 (s, 1H, H-5); 4,66 (s, 2H, CH,
H-1); 4.47 (t, 2H, CH,, H-2', J= 6,9); 3,52 (t, 2H, CH,, H-4’, J= 6,2); 2,09 (qui,
2H, CHj, H-3', J= 6,5).

RMN de *3C (75 MHz, D,O + Dioxano) d(ppm): 130,3 (C triazol, C-5); 64,3 (C-
1'); 60,8 (C-2'); 53,4 (C-3'); 38,0 (C-4).
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Caracterizagdo do (1-butil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol 31

N—/—N
3 2

Figura 156. Estutura do compostai.
FM= C7H13N30
MM= 155,20 g/mol
Caracteristica fisica= 6leo

RMN de 1H (300 MHz, D,0) d (ppm), J (Hz): 7,92 (s, 1H, H-5); 4,66 (s, 2H, H-
1'); 4,36 (t, 2H, J= 6,97, H-2’); 1,80 (qui, 2H, J= 6,97, H-3'); 1,18 (M, 2H, H-4");
0,90 (t, 2H, J= 7,35, H-5).

RMN de *3C (75 MHz, D,O + Dioxano) J(ppm): 153,6 (C-5); 130,0 (C-4); 60,9
(C-1); 56,2 (C-2'); 37,8 (C-3’); 25,3 (C-4’); 19,0 (C-5)).
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Avaliagoes das Atividades Bioldgicas

Antiparasitdrias e Antituberculose
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9. Parte VI

Avaliagdes Bioldgicas em Leishmania sp, Plasmodium Berghei e

Micobactéria

A parte VI descreve os procedimentos e as avaliacfes antileishmania e
antimalarica, bem como as avaliagBes antituberculose dos compostos obtidos
nesse trabalho. Os testes antiparasitarios (malaria e leishmaniose) foram
desenvolvidos em parceria com as co-orientadoras Profa. Dra. Clarice Abramo
e Profa. Dra. Elaine Soares Coimbra no Laboratorio de Parasitologia do Instituto
de Ciéncias Exatas da UFJF. Os testes antituberculose foram desenvolvidos em
parceria com o Laboratdrio de Micobacteriologia coordenado pela Prof.? Dr.2
Clarice Queico F. Leite na UNESP.

9.1. Objetivos

Estudar a citotoxicidade dos compostos obtidos nesse trabalho em
concentracdes variadas, sobre promastigotas de varias espécies de Leishmania
(L. chagasi, L. amazonensis, L. braziliensis e L. major) obtidas de culturas
axénicas. Quanto a atividade antimalarica, almejou-se fazer avaliacdes, in vivo,
em camundongos infectados com P. berghei, através da analise da parasitemia.
Objetivou-se ainda avaliar as propriedades antituberculose dos compostos em

guestao.

9.2. Resultados e Discussdo

Foram realizados ensaios das formas promastigota e amastigosta de
leishmanias e antiplasmodio in vivo utilizando como substancias alvo as obtidas
no decorrer do doutorado como descritas nas secoes anteriores (partes I, Il, 11, IV
e V). Também foram realizados testes para avaliacdo antituberculode com alguns

dos compostos obtidos. Os resultados obtidos estdo descritos a seguir.
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9.2.1 Ensaio anti-Leishmania

Avaliagdo da citotoxicidade dos compostos em promastigotas de Leishmania

Ensaio da atividade antipromastigota: utilizou-se os promastigotas das
varias espécies de Leishmania cultivadas em meio Warren (ou outro
apropriado) suplementado com 10 % de soro bovino fetal (SBF), a 26° C, e
coletadas em fase exponencial de crescimento. Os parasitos foram contados
em camara de Newbauer e lancados em concentracdes variadas, dependendo
da espécie, em uma placa de 96 pocos e incubados a 24 °C. Apés uma hora,
adicionou-se as drogas em concentragbes variadas (menos no controle). Os
testes foram em triplicatas. Apos trés dias a 24 °C, adicionou-se o0 MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazolico) (Sigma), que consiste em um indicador
colorimétrico de viabilidade celular, no qual o sal tetrazolium de cor amarela e
solivel em agua é convertido em formazan, produto insolavel e de cor lilas pela
atividade das desidrogenases mitocondriais das células vivas, tornando-se
posteriormente solivel com a adicdo de solucdo de isopropanol/acido cloridrico
(MOSMMAN, 1983).

Apos 4 horas a reacao foi interrompida pela adicdo de isopropanol/acido e
lida em um espectrofotbmetro a 570 nm. Os resultados foram mostrados em
porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle. A partir do teste de viabilidade
celular foi determinada a concentracao inibitoria (Clsg) para cada composto que
representa a concentragdo molar que inibe 50% do crescimento parasitario. Os
valores de Clsg foram estimados a partir dos valores médios de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata, por interpolacéo grafica,
utilizando-se os programas estatisticos Grafit 5 43 (Erithacus Software Ltd.,
Horley, U.K) e Probit (FINNEY, 1978). Anfotericina B (Cristélia-Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil) e Miltefosina (Cayman Chemical
Company, Michigan, USA) foram utilizados como farmacos de referéncia e

controles positivos.

150



Capitulo 1_Parte V Avaliagdes Bioldgicas

Avaliagdo da citotoxicidade dos compostos em amastigotas intracelulares de

Leishmania

Os ensaios antiamastigota foram realizados com macrofagos peritoneais
de camundongos Balb/c e infectados com as formas de Leishmanias. Em cada
poco da placa de 24 pocos contendo laminulas de vidro (13 mm de diametro),
adicionou-se 300 pL de uma suspensdo de 2x10° células/mL em meio RPMI-
1640 contendo 10% SBF. A placa foi incubada em estufa a 37°C com 5% de
CO; durante 16 horas para a adesao dos macréfagos. Posteriormente, as
células foram lavadas com 300 uL de PBS estéril para retirada das células ndo
aderidas e adicionou-se em cada poco 300 pL de uma suspensdo de 20x10°
promastigotas em fase estacionaria/mL em meio RPMI-1640 suplementado com
10% SBF. ApGs um periodo de 4 horas de interacdo em estufa a 33°C com 5%
CO,, cada poco foi lavado seis vezes com 300 uL de PBS estéril para retirada
dos promastigotas ndo fagocitados. Os compostos a serem testados foram
adicionados em diferentes concentracdes e apdés 72 horas de tratamento em
estufa a 33°C com 5% de CO,, as células foram fixadas com etanol absoluto,
submetidas a desidratacdo em soluc¢des contendo acetona e xilol em diferentes
proporcdes e coradas com Giemsa. Ao final, as laminulas foram analisadas em
microscopio. A carga parasitaria global foi avaliada pela contagem por
microscopia de luz (OLYMPUS BX41) do numero de amastigotas intracelulares

e macroéfagos infectados e ndo-infectados (total de 100 células infectadas).

9.2.2. Teste de atividade antimaldrica in vivo

Foi utilizado o parasito da malaria murina Plasmodium berghei cepa NK-
65 inoculado em camundongos. A manutencdo da cepa foi feita a partir da
passagem semanal de sangue em camundongos. Aproximadamente 4 pL
desse sangue foi diluido em solucéo salina e 0,2 mL do preparado foi inoculado
por via intraperitoneal em camundongos suicos outbread fémeas, obtidos no
Centro de Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora,
sob o processo aprovado no Comité de Etica sob o n® 063/2007-CEEA.
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Os compostos, em diferentes concentracdes (doses) foram testados “in
vivo” em camundongos infectados com formas sanguineas de P. berghei,
usando o teste supressivo (Peters 1985). Usou-se camundongos Suicos
outbread, (fémeas, de 19 a 21 g), infectados com 1 x 10° hemécias parasitadas
por via intraperitoneal. As substancias testadas sdo preparadas em solucao
aguosa ou diluidas de acordo com sua solubilidade em DMSO 5%.

Os camundongos inoculados foram divididos ao acaso em grupos de 5
animais e 0s grupos-teste receberam doses Unica diaria das drogas em
diferentes concentragdes, por via oral, em 4 dias consecutivos, a partir do dia
da inoculacdo. Foram utilizados dois grupos controle: camundongos néo
tratados (ou tratados com agua) e tratados com cloroquina (100 mg/Kg). No 5°
dia apOs a inoculacdo dos parasitas fez-se esfregacos sanguineos, corados
pelo Giemsa e examinados microscopicamente para determinacdo da
parasitemia. Em dias alternados, durante duas semanas, foram feitos
esfregacos sanguineos de cada camundongo e a contagem da parasitemia
para acompanhar o efeito residual da droga.

Para contagem da parasitemia foram confeccionados esfregacos do
sangue dos camundongos infectados em lamina de microscopia, corados pelo
corante de Giemsa e examinados ao microscopio sob objetiva de imersdo
(1000X). A parasitemia foi determinada pela quantidade de heméacias infectadas
usando como universo a quantidade de hemacias totais que varia de acordo
com uma estimativa inicial da parasitemia: <5%: 4 mil hemacias; 5-10%: 3mil;
10-20%: 1.500; >10%: 1mil.

Estabelece-se a atividade das drogas com base na média da parasitemia
de cada grupo. A porcentagem de inibicdo da multiplicagdo dos parasitas nos
grupos tratados, em comparacdo com 0 grupo controle nado tratado, foi
calculada como a média da porcentagem de parasitemia do grupo controle
menos a meédia da porcentagem de parasitemia do grupo teste, dividido pela
média da porcentagem de parasitemia do grupo controle, sendo o resultado
multiplicado por 100.

Os dados dos testes antimalaricos foram analisados por meio do
software SPSS para Windows (v.13) (SPSS Inc. SPSS 13.0 for Windows.

Chicago, IL: SPSS Inc.; 2004), usando o teste ndo paramétrico de Mann-
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Whitney para comparacdo entre duas amostras independentes. Valores de p

menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

9.2.3. Resultados parciais obtidos em Leishmania sp e tuberculose

A atividade dos compostos foi testada em formas promastigotas de trés
espécies de Leishmania: L. amazonensis, L. braziliensis e L. major relacionadas
principalmente a manifestacées tegumentares e L. chagasi responsavel pela
manifestacdo visceral (GOTO et al, 2010). A atividade foi avaliada apos 72
horas de tratamento com os compostos, através do método colorimétrico do
MTT. Na Tabela 15, podem ser observadas as variacdes na sensibilidade de
promastigotas de diferentes espécies de Leishmania com os produtos testados.

Quanto as promastigotas de L. chagasi, a série aminoquinolinica 1-4
apresentou atividades maiores para esta espécie de Leishmania, quando
comparada as outras, com valores Clso de 1,70; 0,69; 0,04 e 3,71 pg/mL,
respectivamente. Além disso, a atividade leishmanicida aumentou inicialmente
com o0 numero de atomos de carbono e, em seguida, diminuiu com o0 composto
4 com 6 atomos de carbono entre as diaminas. Nessa série, 0 composto 3
apresentou a melhor atividade antiproliferativa contra as formas promastigotas
de L. chagasi (Clsp = 0,04 pg/mL), sendo perto de cinquenta vezes mais ativo
do que a droga de referéncia anfotericina B (Clsp = 1,90 pug/mL). A adigéo de
grupos alcino (compostos 6-13) causou a diminuicdo da atividade bioldgica
apresentando valores de Clsp que vao de 4,73 a 20,00 pg/mL, com excecao de
8 que apresentou Clso de 3,00 pg/mL.

Analisando a relagdo estrutura-atividade dos compostos, é evidente a
importancia da presenca do grupo amina no mecanismo de acdo destes
compostos em Leishmania sp, uma vez que a adicdo de grupos alquila nestes
compostos resulta em reducdo de atividade leishmanicida. Para as
promastigotas de L. major, a série de aminoquinolinas 1-4 também mostrou
melhor atividade do que as séries mono e di alcinos respectivas, exceto o
composto 12, que apresentou Clsp de 0,59 pg/mL. Promastigotas de L.

amazonensis e L. braziliensis foram menos sensiveis aos compostos testados.
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E interessante destacar numa avaliagdo geral, que 0s compostos
testados foram mais ativos nas formas promastigotas de L. chagasi, que € o
agente causador da forma mais perigosa da doenca e até fatal, a leishmaniose
visceral. (SANTOS et al, 2008).

Entre os complexos de platina (II), o composto 14 apresentou atividade
efetiva nas formas promastigotas de L. chagasi (Clsp de 3,50 pg/mL). O
complexo 16 apresentou moderada atividade nas formas promastigotas L.
amazonensis e L. major (Clso de 10,71 pg/mL e 11,10 pg/mL, respectivamente).
Os compostos 13 e 15 nao apresentaram qualquer atividade leishmanicida (a
concentracdo maxima testada foi de 45 pg/mL). Medicamentos quimioterapicos
envolvendo complexos metalicos receberam maior atencdo nos ultimos anos
em razao do sucesso antitumoral da cisplatina e a nova geracdo de complexos
de platina (Vieira et al, 2009; Kinnamon et al, 1979; Visbal et al, 2008).
Entretanto, em relacdo aos nossos resultados, apenas um dos complexos de
platina testados foi mais ativo em Leishmania do que o ligante livre
correspondente, ou seja, 0 composto 16 em L. amazonensis e L. major.

No que diz respeito a atividade antituberculose, os compostos obtidos
foram avaliados contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv, e isoniazida foi
utilizada como controle de drogas durante os ensaios. A CIM foi definida como
a menor concentracdo da droga necessaria para concluir a inibicdo do
crescimento bacteriano. As CIMs dos compostos estéo relatadas na tabela 14.
Contrariamente ao que foi observado nas espécies de Leishmania, derivados
aminoquinolinicos com grupos alcino (compostos 5-12) apresentaram melhores
atividades antituberculose. Assim, os resultados indicam a importancia dos
grupos alcino para a atividade biologica desta série de compostos no
tratamento de tuberculose. Entre os complexos de platina(ll) (compostos 13-16)
testados, o complexo 15 mostrou a melhor atividade contra M. tuberculosis,
embora ndo superior aos ligantes livres.

Portanto, com respeito a atividade anti M. tuberculosis, a complexacao
com a platina ndo contribuiu para qualquer atividade adicional. Em suma, os
CIMs dos mono e dialcinos derivados sdo comparaveis a pirazinamida, por
exemplo, com o valor de CIM variando de 50-100 pg/mL e utilizados em

primeira linha de tratamento da tuberculose e, alguns medicamentos de
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segunda linha, tais como cicloserina (CIM = 12,5-50 wW/mL) e claritromicina (CIM
= 8,0-16,0 pg/ mL) (Franzblau et al, 1998; Palomino et al, 2002).

Ensaios de citotoxicidade também foram realizados com macréfagos
(Tabela 15), no intuito de verificar o efeito toxico dos compostos em células de
mamiferos. Entre os compostos testados, apenas cinco foram toxicos para
estas células de mamiferos, ou seja, os quatro 4-amino-7-cloroquinolinas
(compostos 1-4) e o derivado mono-alcino 8. Os monoalcinos 5, 6 e 7, todos os
dialcinos e todos os complexos de platina ndo foram citotoxicos a concentracao
maxima utilizada (20 pg/mL para os ligantes e de 50 ug/mL para os complexos).
A tabela 14 apresenta os resultados biologicos obtidos para os compostos 1 a
16 que foi publicada na revista Biomedicine & Pharmacotherapy (65, 2011,
204—-209) por nosso grupo de pesquisa (CARMO et al, 2011).
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Tabela 15. Atividades antileishmania, anti M. tuberculosiscgotoxicidade dos derivados

quinolinicosl a 16" (Carmo et al, 2011).
Atividade antileishmania G (ug/mL) CIM (ug/mL) Citotoxicidade
Clso (ug/mL)

Compostos L. L. L. L. Mycobacterium Macrofagos

chagasi major amazonensis brasiliensis tuberculosis

1 1,70 4,14 >20,00 >20,00 125,0 7,18
2 0,69 6,27 >20,00 >20,00 125,0 7,27
3 0.04 6,78 >20,00 >20,00 250,0 7,44
4 371 6,90 >20,00 7,80 250,0 6,90
5 4,73 5,34 >20,00 9,32 15,6 NC
6 >20,00 11,68 >20,00 >20,00 15,6 NC
7 >20,00 >20,00 >20,00 >20,00 NT NC
8 >20,00 3,00 6,63 5,28 12,5 13,36
9 >20,00 >20,00 >20,00 NT 15,6 NC
10 >20,00 6,45 6,61 NT 15,6 NC
11 >20,00 0,59 >20,00 NT NT NC
12 >20,00 NT >20,00 NT 15,6 NT
13 >42,00 >42,00 >42,00 NT 125,0 NC
14 3,50 >42,00 >42,00 >42,00 125,0 NC
15 >42,00 >42,00 >42,00 NT 125,0 NC
16 >42,00 11,00 10,71 NT >250 NC

AmB® 1,90 0,32 0,40 0,30 B _
Isoniazidd 0,03

NT: Nao testado; NC: Nao citotoxico (concentracdaxima testada: 20 pug/mL para os
compostod alle 50 pg/mL para os compostida16; CIM: Concentracéo inibitéria minima.
%0s valores sdo as médias dos resultados em ttgsica

®AmB (anfotericina B) e Isoniazida: drogas de referé.

A tabela 16 (ANTINARELLI et al, 2012) exibe os resultados dos ensaios
biolégicos que comparam as estruturas dos monoalcinos intermediéarios (5, 6, e
7) e seus correspondentes conjugados aminoquinolina/derivado de acido colico
(25, 26 e 27). A atividade anti-MTB dos compostos aumentou pela seguinte

ordem: intermédios monoalcinos (5, 6 e 7) < conjugados
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aminoquinolinas/esterdide (25 - 27). Os conjugados aminoquinolina/esterdide
(25 - 27), demonstraram excelentes resultados com CIMs variando de 8,8 a
17,3 M.

Dentre esses conjugados, o composto 25 foi 0 mais ativo em bacilos de
M. tuberculosis (8,8 1M) indicando que a presenca do agente de ligacdo mais
curto, etilenodiamina, foi o suficiente para demonstrar a melhor atividade. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) encontrada para 25 € comparavel ou
melhor do que o CIM de algumas drogas "de segunda linha" usadas atualmente
na terapia do tratamento da tubeculose, tais como cicloserina (122,4-489,7 uM),
canamicina (2,1-8,6 uM), tobramicina (8,6-17,1 tM), e claritromicina (10,7-21,4
M) (COLLINS, 1997).

Para o teste leishmanicida, o ensaio foi realizado nas formas
promastigota e amastigota de Leishmania uma vez que ambas as fases do
parasita sao utilizadas para o rastreio de pesquisa de novas drogas (SERENO
et al, 2007; VERMEERSCH et al, 2009; TEMPONE et al, 2011). A Tabela 15
mostra os valores de Clsg dos compostos sobre as formas promastigotas de
Leishmania major. Conjugados aminoquinolina/esterdides (25, 26 e 27) foram
mais ativos que o respectivo derivado mono-alcino intermediario (5, 6 e 7,
respectivamente). Entre eles, o composto 25 foi 0 mais ativo em promastigotas
de L. major, inibindo duas vezes mais a viabilidade dos parasitos do que o
intermediério alcino 5.

Embora as formas promastigotas do género Leishmania sejam utilizadas
para o rastreio de compostos, estes ensaios devem ser considerados como
preliminares devido a trés fatores (VERMEERSCH et al, 2009; TEMPONE et al,
2011):

% Nesse estagio os parasitos sdo significativamente mais suscetiveis a
efeitos induzidos pela droga,;

+ As amastigotas sdo responsaveis por todas as manifestacdes clinicas
em seres humanos;

% O modelo de amastigota intracelular tem sido citado como o padrao ouro
em pesquisas in vitro de Leishmania na descoberta de outras drogas.
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Macrofagos infectados com L. major e tratados com os derivados
aminoquinolina/esterdides (25 - 27) mostraram um significante efeito inibitério
contra amastigotas intracelulares, conforme evidenciado na Figura 157. A
adicdo de um grupo esteroidal em moléculas com derivados de aminoquinolina
aumenta a atividade biolégica dos compostos. Os resultados mostraram que 0s
compostos 26 e 27 apresentaram os melhores efeitos antiproliferativos sobre
formas amastigotas, inibindo entre 64 e 80% da carga de parasita. Estes
ensaios foram realizados em concentracfes superiores aos toxicos para
macréfagos. Os resultados leishmanicidas e anti-MTB confirmam a importancia
dos grupos esterdides como o acido célico agindo como transportadores. Os
derivados portadores de acido colico podem, possivelmente, aumentar a
solubilidade em condi¢cbes fisiolégicas e podem levar a um aumento da
permeabilidade da substancia nas células, devido ao carater anfifilico da
molécula podendo funcionar como um ionéforo (SOLAIA et al , 2002).

Os resultados biolégicos (Tabela 16) obtidos para os compostos 25, 26 e
27 bem como de seus precursores 5, 6 e 7 foram publicados na revista Organic
and Medicinal Chemistry Letters (16, 2012, 2 - 8) por nosso grupo de pesquisa
(ANTINARELLI et al, 2012).

Tabela 16. Resultados antileishmania e antituberculose dosnpmstos 57 e 2527
(ANTINARELLI et al, 2012).

Compostos Testes Biologicosy(M)
M. tuberculosis (CIM) L. major (Clsg)
60,1 20,6
6 60,1 45,0
54,2 >87,0
25 8,8 10,6
26 17,3 21,2
27 17,0 25,6
AmB’ B 0,3
Isoniazida 0,11-0,44

%0s valores sdo as médias dos resultados em ttgsdicamB (anfotericina B) e Isoniazida:
drogas de referéncia.
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Figura 157. Atividade dos derivados de 4-aminoquinolinas (costqsb, 6 e 7) e hibridos com
esteroide (compostd2b, 26 e 27) na reducao do niumero de amastigotas intracelglate L.
major/macrofago infectado. Resultados mostram acgmtiagem de inibicdo em relacdo ao

controle de macréfago infectado. Todos os resukattmam estatisticamente significativos

(**p<0,0001).
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A figura 158 ilustra a atividade antiamastigota dos compostos 26 e 27 na
concentracdo de 5 uM (figuras 160 B e C, respectivamente) que foram, entre os
compostos testados, os mais ativos nas formas intracelulares de L. major
guando comparados ao controle (figura 160 A). Outro aspecto importante é que,
observagbes das laminas ao microscopio revelaram que os compostos néo
induziram efeito toxico aparente sobre a viabilidade dos macr6fagos como
arredondamento das células e perda de aderéncia dos macrofagos as

laminulas.

1y
(A)
an./
'/
o
- o~
(B) (C)

Figura 158. Fotomicrografia ilustrativa da atividade antiamagita em L. major dos
hibridos com esteroide ap6s 72 horas de tratamdpmacrofagos infectados com L.
major (controle), (B) macréfagos infectados e toia com o0 composto 5 na
concentracdo de M. As setas em vermelho indicam as formas amastigoé L.

major. Aumento de 1000X.

Numa comparagdo entre a estrutura quimica dos compostos versus
atividade em L. major foi possivel observar que, no geral, a introducdo do
grupamento esteroide (compostos 25, 26 e 27) aos derivados 4-AMQ (compostos
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5, 6 e 7) levou ao expressivo aumento da atividade tanto em promastigotas quanto

nas formas intracelulares do parasito (Figura 159).
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Figura 159. Atividades antipromastigota e antiamastigota corap@as em L. major entre 0s
derivados de 4-aminoquinolinas (compostos 5, 6 e jbridos com esteroide (composias
26e27).

Resultados antileishmania dos derivados quinolinicos conjugados ao grupo
acetato (18 - 21)

Os compostos derivados do &cido bromoacético ndo apresentaram
atividade biolégica, com Clso > 87,00 pg/mL.

Resultados antileishmania dos derivados triazdlicos 36 - 40

Os derivados triazélicos 36 — 40 ndo foram ativos contra as formas
promastigotas de Leishmania sp testadas, o que leva-nos a crer na importancia
do grupamento aminoquinolinico para a promoc¢ao da atividade bioldgica. Nesse

caso especifico, o grupo triazolico ndo apresentou acao biologica.
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9.2.4. Resultados obtidos em maldria

Foram realizados testes antimalaricos in vivo com os compostos 5-11 da
parte | e 13-16 da parte Il. Pode-se perceber um comportamento variado dos
compostos com relacdo a atividade antimalérica (Tabela 17), mas de modo
geral, melhores IMPs (inibicdo da multiplicacdo do parasita) ocorrem no dia 9,
especialmente para os complexos de platina(ll) (compostos 14-16). A IMP no
dia 7 ndo parece ser representativa para esses compostos, ja que € similar aos
do dia 9 e/ou 5.

A maior parte dos compostos exibiram valores de supressao a 10 e 25
mg/kg (Tabela 17). A supressdo de compostos 5 - 8 a 10 mg/kg, aumentou ao
longo dos dias avaliados, mas a maior ocorreu no 9° dia. Os compostos 5, 6, 7,
9, 10 e 11 chegaram a valores de supressdo que variaram de 60 a 90% e foi
mantida no 9° dia, exceto para o composto 5, cuja supressao foi diminuida. Os
complexos de platina (Il) 14, 15 e 16 exibiram 0 mesmo comportamento entre
eles, ou seja, aumento da supressdo no 9° dia até cerca de 70%. As
substancias 5 — 10 e 14 - 16 exibiram maior supressdo do que a cloroquina nos
dias 7 e 9.

No que diz respeito a sobrevivéncia, ndo foi observada diferenca entre o
grupo controle ndo tratado e os grupos tratados com 0s compostos em questao.
Nenhum derivado foi citotoxico. Para os compostos com mono-alcino é possivel
perceber que os maiores valores de supressao ocorreram no 9° dia (com
excepcao de 5 a 25 mg/kg). A introducdo de um segundo grupo alcino exibiu
valores semelhantes de supressdo nos dias 5 e 7 (com excecao de 11 a 25
mg/kg). A supressao dos compostos 14 e 15 foram semelhantes, exceto para o
dia 7, o que se acredita ser uma consequéncia da adicdo de um grupo alcino,
na extremidade da estrutura.

Os resultados biologicos obtidos foram publicados na revista
Biomedicine & Pharmacotherapy 65 (2011) 313—-316 (Souza et al, 2011).
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Sobrevivéncia

N&o houve diferenca na sobrevivéncia entre o grupo controle ndo tratado e
0S grupos tratados com os compostos. Os camundongos do grupo controle tratado

sobreviveram até o fim do experimento.

Citotoxicidade in vitro

Os compostos 5 — 11 e 13 - 16 ndo foram citotdéxicos em ensaios realizados
in vitro na concentracdo de 100 yM, com exceg¢ado do composto 7, demonstrando o
valor 43,5%. Nenhuma modificacdo comportamental ou  alteracao

macromorfologica no figado, baco e rins foram observadas.
Indice de massa de figado e bago

N&o houve diferenca significativa entre os indices desses 6rgaos quando

comparados 0s grupos tratados com os analogos e o controle nao tratado.
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Tabela 17.Inibicdo da Multiplicacdo do Parasito decorrente ttatamento com 0s compostos
derivados de quinolina em Plasmodium berghei

Inibigdo da Multiplicagdo do Parasita (%) em Dias

Dosagem
Compostos (mg/Kg) 5 dias 7 dias 9 dias
5 100 40 176 613

5 25 84,0 33,0 0
6 10 0 50,0 62,0
6 25 94,0 23,5 84,0
7 10 0 58,8 58,7
7 25 72,8 42,1 66,2
8 10 12,0 47,1 73
9 25 64,0 52,1 47,5
10 25 68,0 58,8 67,7
11 10 35,6 11,6 0
11 25 65,2 0 21,6
13 10 50,0 23,0 7,4
14 10 50,0 23,1 75,9
15 10 55,0 46,2 75,9
16 10 0 61,8 69,4

Cloroquina 10 89,0 33,0 43,0

Cloroquina 25 100,0 24,0 62,0
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10. Sintese de Dinucleotideos Ndo-Naturais de Desoxiinosina

10.1. Introdugdo

O desenvolvimento continuo de novas estratégias antimicrobianas €
imperativo face a emergéncia de bactérias patdégenas resistentes aos agentes
antimicrobianos. Os biofilmes bacterianos s&o constituidos de complexos
agregados de bactérias aderidos a superficie de uma matriz de polissacarideo.
Este modo de vida comunitaria aumenta a oportunidade de transferéncia de
genes entre as bactérias e constitui uma barreira protetora contribuindo para a
resisténcia bacteriana para com os antibiéticos convencionais.

O écido diguanilico ciclico (c-di-GMP) mostrado na figura 160 € um
mediador envolvido na formacéo do biofilme bacteriano secundario e 0 seu
nivel intracelular é regulado por proteinas que fornecem biossintese (ciclases) e
degradacéo (fosfodiesterases) (ROMLING et al, 2006; COTTER et al, 2007).

Figura 160.Estrutura do c-di-GMP.

Estudos da relagéo estrutura atividade exercida com os analogos do c-di-
GMP, em que a cadeia do acucar e do fosfato no anel purina séo preservados,
(De VROOM et al, 1988; HYODO et al, 2006; ZHANG et al, 2006; MANO et al,

2007) tém demonstrado que a natureza ciclica das moléculas é importante para
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preservar a afinidade com as fosfodiesterases (De VROOM et al, 1988). O atual
interesse no desenvolvimento de analogos mais sofisticados em que a cadeia
fosfodiéster é totalmente substituida por um grupo isostero, esta a emergir,
como ficou evidenciado pela publicacdo em 2008 de um anélogo sintético do c-
di-GMP em que as duas cadeias fosfodiéster foram substituidos por uma funcéo
3'-O-carbamato (KLINE et al, 2008).

A melhor estratégia de sintese de cadeias de DNA disponivel € o
método de fosforamidito em fase sélida, o qual pode ser usado para montar
cadeias de DNA de até 150 bases de comprimento. Recentemente a reacao do
tipo “click” catalisada por cobre (CuAAC) foi mostrada para facilitar este
processo, onde um grupo triazolico substitui o grupo fosfodiéster (El-
SAGHEERA et al, 2011). Isto requer inicialmente um mondémero com um grupo
azido e outro com um grupo alcino. Ambos podem ser conjugados formando um
anel triazélico que une as extremidades. Trés ou mais fragmentos de DNA ou
RNA podem ser unidos por esta metodologia utilizando espécies internas
funcionalizadas com grupos 5'-azido e 3'-propargilico na mesma cadeia.

Nesse contexto, houveram estimulos para a estratégia de sintese do tipo
“click” (CUAAC) na elaboracdo de uma nova classe de nucleotideos artificiais
como mostrado pela estrutura B da figura 161, em que o grupo triazolico
substitui o grupo fosfodiéster (Figura 161 A) presente no esqueleto estrutural de
nucleotideos (NUZZI et al, 2007). Os triazéis, além de serem obtidos por um
processo de formacédo mais simples, apresentam elevada estabilidade quimica
e enzimatica.

Os dinucleotideos com a estrutura modificada pela presenca do anel
triazdlico tém recebido atencdo especial por grupos de pesquisa. O anel
triazolico proporciona um elo entre os carbonos C(3) e C(5) dos dois
fragmentos de nucleosideos com comprimento comparavel a dos produtos
naturais. (NUZZI et al, 2007).
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-0—P—0 HN
5 HN—

O, O,
A B
Figura 161.Fitas de DNA natural/X) e ndo-natural B).

Os nucleotideos sintéticos desempenham um papel central na
concepcao de ferramentas moleculares utilizadas na pesquisa gendmica e
biotecnologia. Analogos de oligonucleotideos tém atraido muito interesse e
mais especialmente aqueles abrigando um esqueleto sem a porcao fosfodiéster
(LUCAS et al, 2008). No entanto, a quimica de nucleotideos é extremamente
delicada, pois possui numerosos sitios reativos 0 que exige grupos protetores
adequados e, muitas vezes, a clivagem dos grupos protetores é dificil.

Assim, a reducdo do numero de etapas para a sintese de derivados
nucleotidicos constitui um desafio atraente. Desta forma, a cicloadicdo 1,3-
dipolar de Huisgen entre azidas e alcinos, surge como um caminho promissor
para gerar desoxiribonucleotideos n&o-naturais, que podem resistir a
despolimerizagdo quimica ou enzimatica. Além disso, a formacao
regiosselectiva de 1,4-dissubstituido-1,2,3-triazol conserva o carater direcional
das fitas de DNA (LUCAS et al, 2008).

Concluindo, os métodos atuais para a montagem de grandes moléculas
de DNA utilizam sinteses complexas de oligonucleotideos. A nova abordagem
nao sO elimina a necessidade de ligagcdo enzimatica e clonagem de genes
durante a sintese para permitir a automagdo completa da grande sintese de
genes, mas também permitir a incorporacdo de bases modificadas em grandes
fragmentos de DNA. O DNA resultante de reacdo do tipo “click” possui, no
entanto, uma ligacdo ndo natural, ou seja, no lugar de um grupamento
fosfodiéster ha um grupo triazolico (SANZONE et al, 2012).
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10.2. Justificativas e Objetivos

O c-di-GMP inibe a formacao de biofilmes em Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus (KARAOLIS et al, 2005; MANO et al, 2007), sendo
assim, o desenvolvimento de analogos de c-di-GMP, capazes de inibir a
formagcéo de biofilmes, estaveis a fosfodiesterases se tornou um campo de
pesquisa promissor.

Foi proposto por nosso grupo de pesquisa a sintese de analogos de c-di-
GMP na qual a funcdo fosfodiéster € substituida por um triazol. Nesses
analogos, guanina sera substituida por hipoxantina e a ribose por desoxirribose,
as funcdes NH, e OH s&o desnecessarias para a atividade biologica. O método
de substituir o grupo fosfodiéster pelo analogo triazol e conecta-los a timidinas
foi relatado recentemente (NUZZI et al, 2007) e tem a vantagem de ser um
método mais simples do que o convencional, que envolve, a reacdo de
fosforamidito.

Nesse contexto, almeja-se obter dinucleotideos nao-naturais (Figura
162) com as posi¢cdes C(3") e C(5') unidas por um triazol, por meio da reacéo do
tipo “click”. Considera-se esta estratégia como mais uma demonstracdo da
importancia de reacdes de “click” para a obtencdo de moléculas complexas e
como uma fonte de novos blocos construtores para a montagem de fitas de

DNA modificadas, ou seja, oligonucleotideos artificiais.
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Figura 162.Dinucleotideos ndo-naturais propostos.
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10.3. Plano de Sintese

Estratégia de Sintese do dinucleotideo 3'-metil-triazol

A 5'-azido desoxiinosina 38 podera ser sintetizada a partir da 2'-
desoxiinosina em duas etapas (tosilacdo em 5', seguida de substituicdo
nucleofilica por azida de sdédio) de acordo com os métodos convencionais
desenvolvidos (CLIVIO et al 1992; PETERSON et al,1999). Por analogia com os
resultados publicados com a série timina, € possivel prever a sintese do
derivado 3'-alcino a partir do aldeido 35 utilizando o reagente de Bestmann
(NUZZI et al, 2007). O aldeido 35 podera ser preparado a partir da olefina 34
(SANGHVI et al, 1994; STORK et al, 1995). A olefina 34 podera ser obtida
através de uma desoxigenacao radicalar do tioéster 33 (xantato) de acordo com
o método de Barton e McCombie (BARTON et al, 1975; SOARES et al, 2001).
Para esse procedimento serdo utilizados AIBN como iniciador e o
aliltributilestanho (STORK et al, 1995; LUO et al, 1998). O xantato 33 sera
preparado a partir do derivado de 2’-desoxiinosina sililado (composto 32), por

tratamento de clorotionoformato de fenila (Figura 163).
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Figura 163.Esquema retrossintético para obtencdo dos compésazido38 e 3'-alcino.
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Uma vez obtidos os precursores alcino e azido, sera realizada a reacao
de cicloadicao “click” mediante a presenca de CuS0O4.5H,O e ascorbato de
sédio (KOLB et al, 2001; LUCAS, NETO et al, 2008) para otencdo do

dinucleotideo nao-natural 3’-C-triazol (Figura 164).
0
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Figura 164.Dinucleotideo ndo-natural (3'-C-triazol) proposttravés da reacédo de conjugacao

entre derivados 3’-alcino e o derivado 5'- azigig

Estratégia de Sintese do dinucleotideo 3'-O-metil-triazol

Para tal conjugacado sera utlizado o derivado 5-azido 38 cuja estratégia
de obtencdo estd descrita anteriormente e o derivado 3’-O-propargil 40 sera
obtido a partir da reacéo da 2’-desoxiinosina sililada 32 e brometo de propargila

(Figura 165) semelhante a procedimentos ja realizados (LUCAS et al, 2008;

LUCAS, NETO et al, 2008).
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Figura 165.Esquema retrossintético para obtencdo do compdsiai&o38 e 3'-O-propargil
40.
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Em seguida sera realizado o procedimento para reacdo de cicloadicao
do tipo “click” e o composto obtido poderd ser desprotegido mediante
tratamento com fluoreto de tetrabutil aménio (TBAF) (Figura 166), do mesmo
modo que podera ser adicionado outro grupo propargilico (Figura 166) na
molécula tornando possivel uma nova conjugag¢do bastando a presenca de

outro derivado com grupo azido como o0 composto 38.
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Figura 166.Proposta de sintese dos derivados triaz6li¢8s 45.

HO

Dentro dessa proposta, foram sintetizados outros derivados
nucleosidicos com grupos diazido nas posicbes 3' e 5 da desoxiinosina
(composto 39). Para tal obtencdo necessitou-se inicialmente da sintese de
derivado di-tosilado 37 (Figura 167).

A partir da obtencdo do mono-azido 38, promoveu-se a reacao deste
com brometo de propargila a fim de obter o derivado nucleosidico com grupo 5'-
azido e 3’-O-propargil (composto 41) (Figura 167) que podera participar de

reacdes de conjugacéao do tipo “click” posteriormente.
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Foi planejada ainda a sintese de um derivado di-alcino, com grupos

propargilicos nas posicoes 3’ e 5’ do derivado 2’-desoxiinosina, como mostrado

na figura 169 (composto 42).

37 39 41 42

Figura 167.Derivados da 2'-desoxiinosirv, 39, 41e 42
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10.4. Resultados e Discussdo

O trabalho iniciou-se pela protecdo da posicdo 5 da 2’-desoxiinosina
formando o derivado sililado 32. Este composto foi utilizado tanto para a
tentativa de obtencdo do derivado 3’-O-propargilquanto para a sintese do

derivado 3’-O-propargil 40 e para os posteriores derivados triazolicos 43 e 45.

104.1. Sintese e caracterizagdo do 5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-

desoxinosina 32

N
NH
</ | ) /N NH
|
P )
N imidazol N “Z

HO ; N
TBDPSCI Si—0
0 ’
DMF anidro 0]
N t.a., 48h
OH

Figura 168.Esquema de reacao do derivado silils@ih

A 2'-desoxiinosina foi dissolvida em DMF anidro sob atmosfera de
nitrogénio e imidazol foi adicionado a solucédo. Quando a mistura tornou-se uma
solucdo homogénea, cloreto de terc-butildifenilsilila (TBDPSCI) foi adicionado
lentamente gota a gota. A reacdo foi mantida sob agitacdo constante a t.a.
durante 48 horas. O solvente de reacgé&o foi removido sob presséao reduzida. O
residuo formado foi purificado por coluna flash de silica usando um gradiente de
CH.Cl,/MeOH. As fracdes foram concentradas até a secura. O produto

desejado foi isolado como um soélido branco com um rendimento de 95%.

Através do espectro de RMN *H (Figura 169) do composto 32 pode-se
observar a presenca dos simpletos em 9 8,23 e 8,30 ppm que podem ser
atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-8 e tem-se na regido entre 07,45 e 7,36

ppm os hidrogénios das porcao aromatica. Além dos sinais caracteristicos do
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restante da molécula, pode-se destacar o simpleto em 40,98 ppm referente aos

9 hidrogénios da porc¢éao terc-butila, o que evidencia a protecéo da hidroxila em

C-5
" g b= wREEH BEA & HEHEE SERESE o RER AEARA
PR LA 3P i AT g | |
amlc3l.l
AMLE 31.1 dans DMSO le JO¥05/2011 o
N
/ NH
2 Q € ﬁz
) y ¢on t-Bu
575"
o
4 3 1
2 22"
H
g
1 }
r S /
4 55 -
3 2
L il ] J \ \ ‘ 'h |
et I\..-\_J U A - — S L —_ — 'L.' — L .J' ", JJ_J-I' Ll-L —
oo e iy b by T oo T
$8 923 b 2 5 33 3 3 3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
| 1] 2.0 a5 8.0 7.5 70 6.5 6.0 5.5 50 4.3 4.0 3.5 30 2.3 2.0 1.5 1.0 o
11 {ppm)

Figura 169.Espectro de RMN de *H do compo3t{DMSO- ¢, 300 MHz).

Através do espectro de RMN de **C (Jmod) pode-se também evidenciar

a protecao da hidroxila em C-5" com a presenca dos sinais em 0 26,7 e 18,8

ppm gue podem ser atribuidos aos carbonos do grupo terc-butila (SIC(CHj3)3 e

SiC(CHs)3). Observou-se ainda os outros sinais referentes ao restante da

molécula (Figura 170).
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ariet 2 fa0] DM 0 300z
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Figura 170.Espectro de RMN d€C (Jmod) do compos82(DMSO- ¢, 75 MHz).

As atribuicdes dadas aos espectros de RMN de 'H e de *3C estéo de

acordo com o espectro de correlagado 2D HSQC (Figura 171).
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Figura 171.Mapa de contornos HSQC 8&.
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10.4.2. Procedimento para a tentativa de sintese do derivado 3'-C-alcino

Para tal composto com grupo propargilico inserido diretamente na
posicdo 3’ do acgucar foi necessario uma rota de sintese de varias etapas onde
inicialmente o derivado sililado 32 reage com um grupo xantato levando a
obtencao de 33.

O intermediario 33 foi entdo tratado com aliltributilestanho dando origem
a olefina 34 que foi oxidada dando origem ao aldeido 35. A partir do aldeido 35
tentou-se a obtencdo do alcino na posicdo 3' mas a tentativa ndo foi bem

sucedida (Figura 172).

R
(0]

ta 48h CH3CN &
0°C-ta.48h o 33
2'—desoxnnosma
OPh
S
/\/SnBus
AIBN
Tolueno
80 °C, 48h
R R
o} (0]
HO TBDPSO TBDPSO
0s0,
Reagente de Bestman* NaIO4
& KvLO o 10Xano, Hz o
N MeOH, INCN, ta. J\\\‘ -20°C - ta., 12h )\\\ 34
| ‘ Derivado 3'-C-alcino
*Reagente de Bestman:
N
NH o o
R= </ | )J\[rl?—OMe
= OMe
N N N2

[VaVaVaAVA)

Figura 172.Rota sintética para tentativa de obtencao do detiva'-C-alcino.

177



Capitulo 2 Resultados e Discussdo

Sintese e  caracterizagdo do  O-(2R,3R,5R)-2-((terc-butildifenil
sililoxi)metil)-5-(6-0xo-1H-purin-9(6 H)-il)tetrahidrofuran-3-il O-fenil

carbonotioato 33

=
N
%SI
v
. 0°C-t.a., 48h 33 7/0
S

Figura 173.Esquema de obtencado do derivado com grupo xaBtto

Ao derivado sililado 33 dissolvido em acetonitrila destilada, 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) foi adicionado a solucdo. A mistura foi deixada em
agitacdo a t.a. durante 30 minutos, em seguida resfriou-se o sistema para 0°C
(banho de gelo) e fenilclorotionoformato foi adicionado gota a gota. A reacao foi
agitada a t.a. durante 48 horas. Posteriormente, a mistura de reagéo foi vertida
para um recipiente com H,O destilada a 0 °C (banho de gelo) e mantida em
agitacao durante 15 min, em seguida fez-se extracdo com CH,Cl, (3 X 100 mL).
As fases organicas foram secas sobre MgSQ,, filtradas e concentradas até a
secura. O produto de reacdo bruto foi purificado por coluna de silica flash
usando uma mistura de CH,Cl, com 3% de MeOH. As fra¢cbes foram reunidas e
concentradas, o produto desejado foi isolado como um soélido branco com um

rendimento de 40%.

Pela analise do espectro de RMN *H do composto 33 (Figura 174) pode-
se observar a presenca em O 7,65 e 7,14 dos hidrogénios das porcdes
aromaticas ligados ao Si e do grupo xantato, bem como os demais sinais
caracteristicos da molécula e pode-se destacar que o sinal referente ao

hidrogénio da posicdo H-3' encontra-se em regido de maior deslocamento

178



Capitulo 2 Resultados e Discussdo

quimico em 0 6,07 devido a presengca do grupo xantato, em seu precursor

(composto 32) o sinal de H-3’ encontra-se em 9o 4,59.
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Figura 174.Espectro de RMN de *H do compao38(CD;0D, 300 MHz).
No mapa de contornos COSY (Figura 175) foi possivel correlacionar os

hidrogénios metilénicos H-1' com o hidrogénios H-2'/H-2", além da correlacao
entre os hidrogénios de H-3’ também com H-2'/H-2".
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Figura 175.Mapa de contornos COS¥ compost@3.

Através do espectro de RMN de *C (Jmod) pode-se evidenciar, em J
195,5, a presenca do sinal referente ao carbono da ligagcdo C=S bem como os
outros sinais caracteristicos da molécula evidenciando a obtencdo do composto
33 (Figura 176).

I i oA pre T i I I
amicd-1
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Figura 176.Espectro de RMN déC (Jmod) do compos&8 (CD;0D, 75 MHz).
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Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4R,5S)-3-alil-5-((terc-
butildifenilsililoxi)tetraidro furan-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 34

O

N
; N N )
. =
Si—O SnB N N
) AN 9—31—0
AIBN o
z Tolueno

Figura 177.Esquema de sintese do compdsto

\/II““'"

34

Barton e McCombie desenvolveram um processo voltado para a
desoxigenacao radicalar de ésteres, normalmente tioésteres. Quando a reacéo
radicalar é iniciada por um radical capaz de formar uma ligacdo estavel com o
enxofre da tiocarbonila, origina-se um radical intermediario que se fragmenta
em um radical alquila e um composto carbonilico. A for¢ca motriz da reacéo seria
a energia ganha pela transicdo de uma ligacdo dupla C=S para C=0. Radicais
trialquilestanho séo adequados porque a ligacdo Sn-S é muito estavel.

O AIBN (azobisisobutironitrila) se decompde facilmente eliminando uma
molécula de nitrogénio gasoso para formar dois radicais cianoisopropilicos.
Estes radicais podem iniciar a polimerizacao de radicais livres e outras reacoes
de radicais induzidos.

A figura 178 apresenta o0 mecanismo radicalar envolvido na sintese do
composto 34, através do uso de AIBN como iniciador na presenca de

aliltributilestanho.
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Figura 178. Mecanismo radicalar de formacdo do compoS% de acordo com Barton-
McCombie.

O procedimento realizado para a sintese da olefina 34 estad descrito
abaixo:

O derivado de xantato 33 dissolvido tolueno destilado, foi purgado com
nitrogénio para a retirada do oxigénio do sistema. Sob atmosfera de nitrogénio,
aliltributilestanho foi adicionado a solucdo. A mistura foi deixada sob agitacdo
constante a 80 °C (banho de glicerina) e AIBN dissolvido em tolueno foi
adicionado. A mistura de reacgao foi mantida sob agitacédo a 80 ° C durante 48 h,
posteriormente o solvente foi removido sob pressao reduzida.

A mistura obtida foi purificada por cromatografia flash sobre coluna de
silica em CH,Cl, com 3% de MeOH. As fragBes foram reunidas e concentradas
até a secura. O produto desejado foi isolado como um sélido branco com um

rendimento de 47%.
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OBS: O Rf do produto era muito proximo ao Rf do material de partida (composto
33), o que tornou dificil tanto a visualizacdo de formacédo do produto desejado

através de CCD quanto a purifacdo por CCS.

Através do espectro de RMN *H (Figura 179) do composto 34 pode-se
observar a presenca dos multipletos em 0 5,80 e J 5,10 ppm referentes aos
hidrogénios do grupo alceno CH=CH, e CH=CH,, respectivamente, além dos

outros sinais caracteristicos do restante da molécula.
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Figura 179.Espectro de RMN de *H do compa3t(CD;0D, 300 MHz).

Através do espectro de RMN de **C do composto 34 (Figura 180) pode-
se observar a presenca dos sinais referentes ao grupo alceno em 0131,0 e &
117,1 (CH=CH, e CH=CH,), bem como os outros sinais caracteristicos dos

restante da molécula.

183



Capitulo 2 Resultados e Discussdo

/N NH
9 L | P
éo 5/5"
(o]
4%_3 ; 1
H 22"
CH=CH, / = 3+ CHCH=CH,
-~ 8 SiC(CHa)s
(’10 A j J " " ’ v - Y - l‘ Jl’ {
] i | e
/CH:CHZ o i &

Ph S

SiC(CHy)s

Figura 180.Espectro de RMN déC do compost84 (CD;0D, 75 MHz).

Oxidagdo do 9-((2R,4R,55)-3-alil-5-((terc-butildifenilsililoxi)metil)
tetraidro furan-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 35

0]
| NH | NH
P P
N N
OsOy(cat), NalO,

Dioxano, H,O

20°C-ta, 12h

Figura 181.Esquema de sintese do comp@&io

Em um baldo seco em estufa, o derivado de olefina 34 foi dissolvido em
dioxano e H,O destilada. Apos resfriamento até -20 °C (banho de nitrogénio

liguido e acetona), OsO, foi adicionado a solucdo. Posteriormente, uma
solucéo aquosa de NalO, foi acrescentada a mistura de reagdo. A solucao foi
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deixada sob agitacdo a temperatura ambiente durante 24 horas. O solvente foi
removido sob pressao reduzida.

O produto bruto da reacéo foi purificado por coluna de silica flash em
CH.Cl, com 5% de MeOH. As fragcbes contendo o produto desejado foram
reunidas e concentradas até a secura. O produto desejado foi isolado como um
solido amarelo com um rendimento de 41%.

A oxidacao do composto 34 gerando o aldeido 35 pode ser evidenciada
através do espectro de RMN de 'H (Figura 182), pois ndo foi observado a
presenca dos sinais atribuidos ao grupo alceno e observou-se a presenca em &
9,70 de um simpleto que pode ser atribuido ao hidrogénio do aldeido, bem

como dos outros sinais caracteristicos do restante da molécula.
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Figura 182.Espectro de RMN de H do compo35(CDCl;, 300 MHZz).

No espectro de RMN de **C (Jmod) de 35, pode-se observar a presenca
dos sinais caracteristicos da molécula e tais atribuigcdes, conforme apresentado
na figura 183, sdo evidenciadas pelo mapa de correlacdes 2D HSQC (figura
184).

185



Capitulo 2 Resultados e Discussdo

] - - - ™ ey =
f AR : B ¥ 8 i3 3| @
| 0 F A i 7 W
i .
1 o
amiclb, ]

AMLC 16,1 dens (D300 ke 010272011

CHO

¥
-

g !

CH,CHO

1n 200 u
_ « =Tl
- ¢
7 E
= 5 ; 40
E H-2' H-2"/C-2' E
ﬁ: it
3
e 60
3 o
H-5'-H-5"/C-5'
£ 80
—4 L]
3 H-1'/C-1' ®
H-4'/C-4'
N & F-100
E120
E
S [ ] £
I I
_.;E o
- E ppm
..... T e e N B T e e e T B LA WL I o 2 e
ol 1 6 5 4 3 2 L

Figura 184.Mapa de contornos 2D HSQC do compdio
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O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 35 (Figura 185)
apresentou um sinal em 517,2280 m/z, correspondente a [M+H]*, (calculado

517,2271 m/z) que esta de acordo com o valor tedrico evidenciando a massa
molar da substancia.

Ele mental Compesition Report

Page 1
Single Mass Analy sis
Toletance= 50 PPM / DEE:min=-1.5 max = 1500
lsotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
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1062 formulale) evaluatad with 1 rasults within limits (all results (up to 10001 for each mass)
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Figura 185.Espectro de massas HRMS3#e

Tentativa de formagdo do 3'-C-alcino terminal

O
</N | NH NH
.y P

Si—O

Reag. de Bestmann

K,CO3, MeOH, (J;CN
ta. /\ >

H

/ N

Figura 186.Esquema de tentativa de sintese do 3'-C-alcino

O procedimento usado envolve trés etapas:
| : Preparacgéo do tosil azida (N3Ts)
Il : Reagente de Bestmann

Ill: Sintese do Alcino
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| : Preparagdo do tosil azida (N3Ts)

O O
I NaNy I
H3C S—CI H20, EtOH H3C S_N3
| T [
o)

Figura 187.Esquema de sintese dgIN

Em um baldo previamente seco em estufa adicionou-se NaN3 dissolvida
em H,O destilada e EtOH. A essa solugdo adicionou-se cloreto de tosila
dissolvido em EtOH aquecido a 45 °C. A mistura foi mantida sob agitacdo
constante durante 2,5 h. O EtOH foi removido sob pressédo reduzida,
prosseguiu-se com extracdo CH,CI,/H,0 as fases organicas foram combinadas,
secas com MgSQ,, filtradas e concentradas até a completa secura gerando o

composto desejado N3Ts.

Il : Reagente de Bestmann

@) @) @) @)
||=>|—OMe p-TsN; K,CO5 ||3|—OMe
| MeCN, ta, 2h o |
OMe OMe

N,

Figura 188.Esquema de formacéo do reagente de Bestmann.
O 2-oxopropilfosfonato de dimetila foi adicionado a uma solugdo com

K,CO3 e p-TsN3 dissolvido em acetonitrila destilada. A mistura de reacao foi

mantida sob agitacdo constante a t.a. durante 2 h.
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lll: Sintese do alcino: adi¢do do aldeido in situ
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OMe t.a., 1 noite

Figura 189.Esquema de tentativa de obtengao do derivado Zik&ho

Adicionou-se o aldeido 35 dissolvido em MeOH destilado, apés uma
noite o solvente foi removido sob pressao reduzida. Extraiu-se com CH,Cl, /H,O
e solugdo saturada de NaCl, as fases organicas foram combinadas, secas
sobre MgSOQ,, filtradas e concentradas sob presséo reduzida. O produto bruto
da reacdo foi purificado por coluna flash de silica em CH,Cl,/MeOH. As fracbes
com o mesmo Rf foram reunidas e concentradas até a secura. O produto
desejado nao foi obtido. Tal confirmacdo se deu através de RMN de 'H e *C e
de massas de baixa resolucdo. N&o foi possivel caracterizar o que foi formado,

pois as amostras estavam muito impuras.
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10.4.3. Procedimento Para Obten¢do dos Derivados Mono e Diazido 38 e 39

Para a obtencdo dos derivados mono e diazido 38 e 39 foi necesséario a
sintese dos derivados mono e di tosilados 36 e 37.

Derivados Mono e Ditosilado 36 et 37

o] (0]
N N NH
l)LJ TcLn ?. A a i A
HO S—0 S—O0
k J O°Cta 24h ('3' U d kOJ
OH 0
36 O=é=O

37

Figura 190.Esquema de obtencéo dos derivados mono e ditosi8iie37

Em um baldo, previamente seco em estufa, 2'-desoxiinosina foi
dissolvida em piridina destilada. Resfriou-se a mistura reagente a 0 °C (banho
de gelo) e cloreto de tosila foi adicionado a solugcdo. A mistura de reacao foi
mantida sob agitagéo constante durante 24 horas.

Prosseguiu-se com evaporagdo do solvente no rotavapor e ao residuo
obtido adicionou-se CH,CI, e fez-se extracdo com solucao saturada de NaHCO3
(3 x 60 mL) e com agua destilada (1 x 60 mL). As fases organicas foram
combinadas, secas sobre MgSQ,, filtradas e concentradas até a secura.

Houve a formacdo de um precipitado na fase aquosa e apés ser filtrado,
fez-se verificacdo através de CCD e observou-se que o precipitado corresponde
ao mesmo residuo obtido pela evaporacdo da fase organica. Desse modo,
ambos os solidos foram combinados e purificados por CCS em CH,Cl, com
MeOH de 2 a 4%, para se obter o derivado ditosilado 37, o derivado
monotosilado 36 foi obtido a partir de 10% de MeOH. As fracbes com 2 a 4%
MeOH foram reunidas e concentrou-se até a secura. O produto ditosilado 37 foi
isolado como um solido amarelo com um rendimento de 22%. Da mesma forma

as fragdes com 10% de MeOH foram reunidas e concentradas até a secura. O
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produto monotosilado 36 foi isolado sob forma de um sélido amarelo com um

rendimento de 47%.

Caracterizagdo do derivado monotosilado 36

No espectro de RMN de *H do intermediario mono-tosilado 36 (Figura

191) observou-se a presenca de um simpleto em J 2,36 referente aos

hidrogénios metilicos do grupo tosila, além da presenca de sinais entre 0 7,33 e

0 7,70 correspondentes aos hidrogénios aromaticos do grupo tosila, sugerindo

que

a reacao de tosilacdo ocorreu efetivamente. Outra evidéncia da tosilacédo

da hidroxila € o deslocamento do sinal dos hidrogénios H-5/H-5", para campos

mais alto, em 0 4,25 (nha 2’-desoxiinosina, os hidrogénios H-5/H-5" séo

observados em 9 3,52), devido a presenca de um grupo retirador de elétrons,

Nno caso o grupo tosila.
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Figura 191.Espectro de RMN de *H do compo36DMSO- ¢, 300 MHz).
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Figura 192. Expanséo do espectro de RMN de *H do com@&tdMSO- ¢, 300 MHz).

No espectro de RMN de **C do intermediario 36 (Figura 193) observou-
se, dentre outros, a presenca do sinal em 0 21,3 correspondente ao carbono
metilico do grupo tosila e entre J 124,8 e J 156,7 foram observados sinais
referentes aos carbonos aromaticos desse grupo, bem como os carbonos

presentes na base nitrogenada.

amlcr3dl 313 cDeld SDDMHi

N
6 "NH

s |
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O

OH 22"
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C=0
MML—J‘MV\
c-3
CA" G CHs

Figura 193. Espectro de RMN dé&C do compost86 (DMSO- ¢, 75 MHz).
O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 36 (Figura 194)

apresentou um sinal em 407,1035 m/z, correspondente a [M+H]*, (calculado
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407,1025 m/z) que estad de acordo com o valor tedrico evidenciando a massa

molar da substancia.

Elemeantal Compoesition Re poarn Page 1

Single Mass Analysis
Tolerarce= 5.0 PPM 7 DBE:min =-20.0, max = 150.0
lsotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Mancisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
214 fomulais) evaliated with 1 results within imits (all results (up to 10030 for sach mass)
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Figura 194.Espectro de massas HRMS3&

Caracterizagdo do derivado ditosilado 37

No espectro de RMN de *H do intermediario ditosilado 37 (Figura 195)
observou-se a presenca dos simpletos em & 2,43 e 0 2,37 referentes aos
hidrogénios metilicos dos grupos tosila, além da presenca de sinais entre o
7,33 e O 7,70 correspondentes aos hidrogénios aromaticos do grupo tosila,
sugerindo que a reacgao de tosilacdo ocorrera efetivamente. Outra evidéncia da
tosilacdo das hidroxilas € sdo os sinais dos hidrogénios H-5'/H-5", e H-3' em
campo mais alto devido a presenca de um grupo retirador de elétrons, no caso

0 grupo tosila.
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Figura 195. Espectro de RMN de *H do compa3iqDMSO- &, 300 MHz).

A figura 196 apresenta a sobreposicéo entre os espectros de RMN de *H

dos derivados mono e ditosilados, 36 e 37 respectivamente, e pode-se observar

com maior clareza que em 37 houve a duplicidade de sinais na regidao mais

distante de TMS caracterizando os hidrogénios presentes no anel aromatico de

cada grupo tosila, destaca-se ainda a desblindagem de H-3’ devido a presenca

do grupo tosila.

194



Capitulo 2 Resultados e Discussdo

amiEr 3.0 1 (10 1H) OWMS0 S00MHz

Ditosilado37
¥
: H-3 I
| :
L W, n«,r"l L | fi A J’I\ L _;:I'- .--‘:: !]--"-I:‘Izw o M 5 i "I;:‘:HJ ¥ ’Ii*n il
1 Monctosilado36
H-3'
5N, ] W L \
Lamiari 1 140 4 ahr L.‘JL..:.-.»J L_J/\’J L,‘,‘ STV —._J_/)L_,\_._._,_J U L_._._./'l \\_A_,_f = u | ST

z T T T T T T T T T T T T T T
P a5 ] 75 T &5 & a5 5 a5 4 as 3 =5 >

Figura 196. Sobreposicéo entre os espectros de RMNHddos derivados mono e ditosilados
36e37.

Através de espectro de RMN de *3C do intermediario 37 (Figura 197)
observou-se, dentre outros, a presenca do sinal de C-3’ mais desblindado que o

monotosilado em & 79,9.
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Figura 197. Espectro de RMN de 13C do comp&I¢gDMSO- ¢, 75 MHz).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 37 (Figura 198)
apresentou um sinal em 561,1043 m/z, correspondente a [M+H]", (calculado
561,1037 m/z) que esta de acordo com o valor teérico evidenciando a massa

molar da substancia.
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Single Mass Analysis
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Figura 198.Espectro de massas HRMS3ik
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Formagdo de 5'-Azido-2'-desoxinosina 38

O O
N N
NH NH
% a
o}
” <N | N/) <N N/)
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!:0:! DMF k _\J
>
© \ 80°C, 2h )
HG HO

Figura 199.Esquema de formagao do azig®.

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado monotosilado 36
foi dissolvido em DMF e NaNj foi adicionada a solucdo. A mistura reagente foi
mantida sob agitacdo constante a 80°C (Banho de glicerina) por 2 h.
Prosseguiu-se com evaporacao do solvente no rotaevaporador e secagem na
bomba de vacuo. O produto bruto da reacéo foi purificado por cromatografia
flash sobre coluna de silica em CH,CIl, com 10% de MeOH. As fracGes foram
reunidas e concentradas até a secura. O produto desejado foi isolado como um

sé6lido branco com um rendimento de 66%.

No espectro de RMN de *H do composto mono azido 38 (Figura 200)
nao foi observado a presenca dos sinais referentes ao grupo tosila e a
blindagem do sinal dos hidrogénios H-5'/H-5" em & 3,55, devido a presenca do
grupo azido. Observou-se ainda a presenca dos outros sinais caracteristicos do

restante da molécula.
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Figura 200. Espectro de RMN de *H do compa3sgDMSO- ¢, 300 MHz).

Através do mapa de contornos COSY (Figura 201) pode-se evidenciar
as atribuicdoes dadas aos hidrogénios das posicbes H-3', H-4' devido as
correlacdes entre H-3' e os hidrogénios H-2' e H-2” bem como a correlacdo
entre H-4’ e H-5'/H-5".
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Figura 201. Mapa de contornos COSY do compd&do

No espectro de RMN de *3C (Jmod) do composto 38 (Figura 202) n&o foi
observado a presenca dos sinais referentes ao grupo tosila, e destaca-se dentre
0S outros sinais carcacteristicos da molécula, o sinal em 0 51,9 que pode ser

atribuido ao carbono da posicdo 5’ mais blindado que seu precursor tosilado.
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Figura 202.Espectro de RMN déC (Jmod) do compos&8 (DMSO- @, 75 MHz).

Obtengdo do 3',5'-diazido-2'-desoxiinosina 39

N N)
S—oO N3
I o NaN; o
— _DME o

80°C, 2h

Figura 203.Esquema de obtencéo do diazR®

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado ditosilado 37 foi

dissolvido em DMF e NaNj3 foi adicionada a solucdo em agitacdo constante a
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80 °C (banho de glicerina). Apos 2h, o solvente foi removido sob pressdo
reduzida. O produto bruto da reacao foi purificado por cromatografia flash sobre
coluna de silica em CH,Cl, com 5% de MeOH. As fracbes foram reunidas e
concentradas até a secura. O produto desejado foi isolado como um sdlido

branco com um rendimento de 66%.

No espectro de RMN de *H do di-azido 39 (Figura 204) destaca-se a
blindagem de H-3' e H-5'/H-5", em 4,69 e o 3,80 respectivamente, devido a

substituicdo dos grupos tosila pelos grupos azido.
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Figura 204. Espectro de RMN de *H do compd3®dDMSO- ¢, 300 MHz).

A\HJIL!\. S | ,__.A‘IL\——_J“‘M_

O mapa de contornos COSY (Figura 205) permite evidenciar os sinais
feitos no espectro de RMN 'H do composto 39 referente & porcdo do

carboidrato.
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Figura 205. Mapa de contornos COSY do comp@§io

No espectro de RMN de '*C (Jmod) de 39 (Figura 206) ndo foi
observado a presenca dos sinais referentes ao grupo tosila, e destaca-se dentre
0s outros sinais caracteristicos da molécula, os sinais em o 50,4 e 0 61,4 que
podem ser atribuidos aos carbonos das posi¢cdes C-5' e C-3' respectivamente
mais blindados que seu precursor ditosilado 37.

202



Capitulo 2 Resultados e Discussdo

| i | | iz - L
o
amicEl.z /—\
N 5 6 NH
B</ | P C5 c2
Z 2 7
NT 4Ny
C=0 -8
(2 .
C-4 -5
MT—J,TL Wbl i _.,L.rl*': A B el iy ;“#1“ s notiinioiniabietel Vi
1"

c-4 \ c3 /

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
65 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 20 85 B0 F5 A0 65 60 55 S0 45 40 35 3
11 {gpr)

Figura 206. Espectro de RMN de 13C (Jmod) do comp88t®MSO- ¢, 75 MHz).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 39 (Figura 207)
apresentou um sinal em 325,0883 m/z, correspondente a [M+23]", (calculado:
325,0886 m/z) que estd de acordo com o valor teérico evidenciando a massa

molar do composto desejado.

Elemental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis
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Figura 207.Espectro de massas HRMS3e
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As tabelas 18 e 19 mostram algumas das principais atribuicbes de RMN
de 'H e de RMN de **C dos compostos tosilados 36 e 37, bem como dos com
grupo azido 38 e 39, o que permite visualizar os diferentes deslocamentos
quimicos, principalmente das posi¢cdes 5’ e 3.

Uma vez obtidos os derivados com grupo azido terminal (38 e 39), a
proxima etapa consiste na sintese dos derivados com grupo alcino terminal
para que a reacéo do tipo “click” ocorra.
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Tabela 18 Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN des composta36 - 39.

Substancia H-2 H-8 H-arom

oppm

oppm

oppm

CH3
oppm

H-5'/H-5"
oppm

36 8,14 7,97 7,67(d, J= 8,3 Hz,
Monotosilado (s, 1H) (s, 1H)  2H, Har),7,36(d,
J= 8,3 Hz, 2H,
Har)
37 8,13 7,95 7,85
ditosilado (s,1H) (s, 1H) (d,J=8,3 Hz,
2H), 7,61(d, J=
8,3 Hz, 2H),7,50
(d, J= 8,5 Hz, 2H),
7,32(d, J= 8,5 Hz,
2H)
38 8,33 8,10 o
Monoazido  ((s, 1H) (S, 1H)
39 8,26 8,10 .
diazido (s,1H) (s, 1H)

2,36 (s,
3Hz2)

2,37
(s, 3Hz)
2,43
(s, 3Hz)

H-1'
oppm

6,27 2,67 4,37

(tJ=6.7 Hz, (ddd, J= 6,5 Hz,J= 6,7 Hz,J= 13,4 Hz, 1H, (sl,1H)
1H) H-2"); 2,29(ddd, J= 4,4 Hz,J= 6,7 Hz,J=
13,4 Hz, 1H, H-2).

6,28 2,90 5,31 (dt, J= 3,2 Hz,
(t,J=6.8  (ddd,J= 6,8 Hz,J= 6,8 Hz,J= 14,6 Hz, 1H, J=3,4Hz,J=6,8
Hz, 1H) H-2"), 2,35(ddd,J= 3,2 Hz,J= 6,8 Hz,J= Hz)

14,6 Hz, 1H, H-2)

6.37 (t, J= 2,82 4,41
6.8 Hz, 1H) (ddd, J= 6.4 Hz,J= 6,8 Hz,J= 13,4 Hz, 1H, (sl, 1H)
H-2"), 2,36(ddd, J= 3,7 Hz,J= 6,8 Hz,J=
13,4 Hz, 1H, H-2)

6,30 2,96 4,67 (dt,J=4,5
(t,J=3,6 (ddd, J= 6,4 Hz,J= 6,8 Hz,J= 13,4 Hz, 1H, Hz, J=4,7 HzJ)=
Hz,J=7,6  H-2"),2,63(ddd, J= 3,7 Hz,J= 6,8 Hz,J= 7,2 Hz, 1H)
Hz, 1H) 13,4 Hz, 1H, H-2)

3,96 (ddd,)= 3,4 Hz,
J=3,8 Hz,J= 6,7 H2)

4,27
(ddd,J= 3,4 Hz,J- 3,8
Hz,J= 65 Hz, 1H, H-

4),

3,99
(ddd,J=3,2 Hz,J-4.2
Hz,J= 6.8 Hz 1H)

4,31
(ddd,J= 4,5 Hz,J-4.,6
Hz, J= 7,8 Hz, 1H)

4,25
(dd,J= 3,8 Hz J=10,7 Hz 1H,
H-5"), 4,15(dd,J= 6,7 Hz J=
10,7 Hz,1H, H-5’)
4,10
(m, 2H)

3,60

(dd,J= 6,8 Hz J= 13,0 Hz 1H,

H-5"), 3,53(dd,J= 4,2 Hz J=
13,0 Hz, 1H, H-5)

3,80

(dd,J= 7,8 Hz J=12,9 Hz 1H,

H-5"), 3,63(dd,J= 4,6 Hz J=
12,9 Hz,1H, H-5))
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Tabela 19 Deslocamentos quimicos nos espectros de RMRCd#os compostod6 -39.

Substancia c-2 c-4 Cc-5 Cc-6 c-8 C-arom. CH; c-1 c-2 c-3 c-4 c-5

oppm Jdppm Jppm oppm oppm oppm oppm  Jdppm  Jdppm oppm oppm oppm

1479 1459 124,8 156,7 138,9 145,2;132,2- 21,3 83,8 38,7 70,4 84,1 70,5

127,7
37
145,8 _145,4;
147,7 1458 125,0 156,7 139,5 132,4 - 1277 21,4 83,8 35,7 79,9 83,3 68,8
38
148,2 146,0 124,8 156,7 139,1 _ _ 83,7 38,8 71,2 85,7 51,9
39 148,2 146,2 1244 156,8 138,4 80,8 37,7 61,5 83,0 50,4
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10.4.4. Procedimento Para a Insergdo de Grupos Propargilicos (Compostos 40
- 42)

Sintese e  caracterizacgdo do  9-((2R,4S,5R)-5-((terc-butildifenil
sililoxi)metil)-4-(prop-2-iniloxi)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 40

(0] (@]
N N
NH
< ) </ )
N
1- NaH, 1h, t.a.
2- BrCH,CCH, 1
DMF, 0°C-ta. h’ H
a
é

Figura 208.Esquema de sintese do compakio

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado sililado 32 foi
dissolvido em DMF anidro e NaH foi adicionado a solugdo. Apods 1h,
BrCH,CCH foi adicionado a 0 °C (banho de gelo). A mistura reagente foi
mantida sob agitacdo a t.a. durante 1 hora e em seguida, prosseguiu-se com
remocao do solvente sob pressado reduzida. Ao residuo adicionou-se CH,Cl; e
fez-se extragdo com agua. As fases organicas foram combinadas, secas sobre
MgSOQ,, filtradas e concentradas até a secura. O produto bruto foi purificado por
cromatografia flash sobre coluna de silica em CH,Cl, com 3% de MeOH. As
fracbes foram reunidas e concentradas até a secura. O produto desejado foi

isolado como um sélido amarelo com um rendimento de 76%.

Através do espectro de RMN de 'H do derivado com grupo alcino 40
(Figura 209), pode-se observar a presenca de um tripleto em 02,93 que pode
ser atribuido ao hidrogénio do grupo alcino. Destaca-se ainda um sinal em J
4,86 que pode ser atribuido aos hidrogénios metilénicos ligados ao alcino, a
figura 210 apresenta a expansdo deste sinal. Sdo observados também os

outros sinais cacteristicos do restante da molécula.
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Figura 209.Espectro de RMN de *H do compo46(CD;0D, 300 MHZz).
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Figura 210.Expanséo do espectro de RMN'Hede 40.

Atravées do mapa de contornos COSY (Figura 211), pode-se

correlacionar o hidrogénio do grupo CH do alcino com os hidrogénios
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metilénicos vizinhos, além de se perceber as outras correlacbes
correspondentes da molécula. A correlacdo entre o H do grupo alcino e o CH;
vizinho é possivel pelo fato da tripla ligacéo ser curta favorecendo a correlacéo
entre eles.
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Figura 211.Mapa de contornos COSY do compatio
No espectro de RMN de '*C de 40 pode-se observar, além dos outros

sinais caracteristicos da molécula, um sinal em J 35,9 o sinal que pode ser

atribuido ao carbono metilénico vizinho a porgéo alcino (Figura 212).
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Figura 212.Espectro de RMN d€C (Jmod) do compos#0 (CD;0D, 75 MHz).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 40 (Figura 213)
apresentou um sinal em 529,2279 m/z, correspondente a [M+H]", (calculado:
529,2271 m/z) que estd de acordo com o valor teérico evidenciando a massa

molar da substancia.

Elemental Compaosition Report Page 1

Single Mass Analysis
Tolerance= 5.0 PPM ¢ DEE: min =-20.0, max = 150.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%,
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Figura 213.Espectro de massas HRMS4{e
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Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S,5R)-5-(azidometil)-4-(prop-2-
iniloxi)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 41

N 1- NaH, 1h, t.a. N N

N3 2- BrCH,CCH, l]k N3
0 DMF, 0°C-ta. 0

Figura 214.Esquema de rea¢do do compoéio

Em um baldo, o derivado de 5'-azido 38 foi dissolvido em DMF anidro e
NaH foi adicionado a solugdo. Apés 1 h a t.a., reduziu-se a temperatura para 0 °
C (banho de gelo) e BrCH,CCH foi adicionado. A mistura de reacéo foi agitada
a t.a. durante 1 hora e posteriormente, o solvente foi removido sob pressdo
reduzida. O residuo obtido foi purificado por cromatografia flash sobre coluna de
silica em CH,Cl, com 5% de MeOH, as fra¢cdes foram reunidas e concentradas.
O produto desejado foi isolado como um sélido amarelo com um rendimento de
52%.

No espectro de RMN de *H de 41 (Figura 215) observou-se, além da
presenca dos outros sinais caracteristicos da molécula, a presenca do sinal em
0 2,91 que pode ser atribuido ao hidrogénio do grupo alcino, em 04,90 tem-se
o sinal que pode ser referente aos dois hidrogénios do grupo metilénico vizinho
a porcao alcino.

A figura 216 apresenta a expanséo do espectro de RMN de *H de 41 nas
regioes entre 4,94 ppm e J 3,96 que possuem o dupleto em 4,90 referente ao
grupo CH, da porcéo propargilica, 4,55 tem-se o duplo tripleto caracteristico
do hidrogénio de H-3’, tem-se em 04,08 o duplo dupleto referente a H-4 e por

fim, em o 3,58 o multipleto que pode ser atribuido aos hidrogénios de H-5'/H-5".
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Figura 215.Espectro de RMN de *H do compo4iqCD;0OD, 300 MHZz).
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Figura 216.Expanséo do espectro de RMN'Hede41.

Através do espectro de *C (Jmod) observou-se a presenca do grupo
metilénico da porcdo propargilica em o0 34,5 bem como 0s outros sinais

caracteristicos do restante da molécula (Figura 217).
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Figura 217.Espectro de RMN d€C (Jmod) do compostil (CD;OD, 75 MHz).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) de 41 (Figura 218)
apresentou um sinal em 338,0984 m/z, correspondente a [M+23]", (calculado:
338,0978 m/z) que estad de acordo com o valor tedrico evidenciando a massa

molar da substancia.
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Figura 218.Espectro de massas HRMS4de
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Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S5R)-4-(prop-2-iniloxi)-5-((prop-2-
iniloxi)metil)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 42

ali <\ el
N N) 1- NaH, 1h, ta. N N)
HO_ ! 2- BrCH,CCH, 1l N !

o) DMF, 0°C-t.a. o

42

I
OII:.

=

Figura 219.Esquema de rea¢do do composto

Em um baldo previamente seco em estufa, foram adicionados uma
solugdo de 2’-desoxiinosina (3,0 mmol) em DMF anidro (10,0 mL), NaH (6,0
mmol) em pequenas por¢cdes durante 30 min. e deixou-se sob agitacao
constante por 1 hora a t.a. Apoés resfriamento a 0°C (banho de gelo), adicionou-
se a mistura reagente brometo de propargila (8,3 mmol). A reacdo foi
acompanhada por CCD (eluente: MeOH/CH,CI, 8:92, revelador: luz UV e
vanilina). Ap0s 2h sob agitacdo constante o material foi completamente
consumido, prosseguiu-se com remocdo do solvente sob pressdo reduzida e
purificacdo através de coluna flash de silica usando uma mistura em escala
gradiente de polaridade de CH,Cl, e MeOH para obten¢éo do produto desejado
sob forma de 6leo (38 % de rendimento).

Através do espectro de RMN de 'H do di-alcino 42 (Figura 220)
observou-se, além da presenca dos outros sinais caracteristicos da molécula, a
presenca do sinal em 02,91 que pode ser atribuido aos hidrogénios dos dois
grupos alcino, em 64,90 e J 4,27 tem-se o0s sinais que podem ser referentes
aos dois hidrogénios do grupo metilénico vizinho a porcdo alcino ligados ao
oxigénio da posicao 5 e dos dois hidrogénios metilénicos do grupo propargila

ligados ao oxigénio da posicao 3’, respectivamente.
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Figura 220.Espectro de RMN de *H do compo42y(CD;0D, 300 MHz).

O mapa de contornos COSY de 42 (Figura 221) contribui para evidenciar

a correlacdo entre os protons da molécula, como a localizagdo dos prétons de

H-3' e H-4’, evidencia-se ainda correlacdo entre os grupos alcino com o0s

respectivos vizinhos metilénicos.
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Figura 221. Mapa de contornos COSY do comp@gto

Através do espectro de RMN de **C de 42 (Figura 222) observou-se os
sinais correspondentes da molécula como dos carbonos metilénicos dos grupos
propargilicos em 057,4 e 035,9. Em J 76,2 tem-se o sinal que pode ser
atribuido aos dois carbonos nao hidrogenados das porc¢des alcino bem como

dos dois grupos CH da tripla ligacao.
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Figura 222 Espectro de RMN déC (Jmod) do compos#® (CD;0OD, 75 MHz).
Os sinais de carbono foram atribuidos também com o auxilio do mapa

de contornos HSQC (Figura 223), por meio das correlagbes desses com seus
respectivos hidrogénios.
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Figura 223.Mapa de contornos HSQd: 42.

O espectro de massas de alta resolucdo desse composto (Figura 224),
mostrou a presenca de um sinal que corresponde a [M + Na]" = 351,1072 m/z,

que esta muito préximo do valor teérico [M + Na]* = 351,1069 m/z.
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Figura 224.Espectro de massas HRMS4#:
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10.4.5. Procedimento Para Obten¢do dos Derivados Triazélicos 43 - 46

Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S ,5R)-5-((terc-
butildifenilsililoxi)metil)-4-((1-(((2R,3S,5R)-3-hidroxi-5-(6-oxo-1H-purin-
9(6H)-il)tetraidrofuran-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)tetraidro-
furan-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 43

>—SI
CuSO, /N NH
) ascorbato de s6dio <
N
—>
== E©OH/H,0 1.1
+ o t.a. \\(\
N

Vi NH
< L/
N3
| p—

Figura 225.Esquema de obtencdo do compakdo

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado com grupo alcino
terminal alcino 40 foi dissolvido em EtOH e agua destilada 1:1. Em seguida, o
derivado 5'-azido 38, CuS04.5H,0 e ascorbato de sodio foram adicionados. A
mistura reagente foi mantida sob agitacao a t.a. durante 1 noite e, em seguida,
prosseguiu-se com remocado do solvente sob pressao reduzida. Adicionou-se
MeOH ao residuo bruto e o precitipitado formado foi filtrado. O produto

desejado foi isolado como um solido branco com rendimento de 98%.

No espectro de RMN de *H do composto 43 (Figura 226), observou-se,
dentre os outros sinais caracteristicos da molécula, a presenca do simpleto em
0 7,88 referente ao hidrogénio do anel triazélico (H-t), nota-se que H-5'/H-5" e

H-4', pertencentes & porcdo definida como B, referente ao seu precursor
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derivado azido 38, sofreu uma desblindagem devido a formacédo do anel
triazolico. Estes grupos sdo melhores vistos na figura 227 que apresenta a

expansao da regido com os grupos H-4’ A, H-5" H-5" A, H-4’ B e H-5’ H-5"B.
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Figura 226. Espectro de RMN de *H do compo$8qCD;0D, 300 MHz).
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Figura 227.Expans&o do espectro de RMN'Hedo compostd3 (regiéo de 3,7 a 4,8 ppm).
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A sobreposicdo entre os espectros de RMN de 'H dos precursores

derivado azido 38 e derivado alcino 40 com o produto de reacéo 43 (Figura 228)

permite observar a formacdo do anel triazdlico, onde nota-se que houve o

desaparecimento do sinal caracteristico de CH de alcino, dando lugar ao sinal

em ¢ 7,88 do H-triazol, é possivel evidenciar que os hidrogénios metilénicos

antes vizinho ao grupo alcino de 40 é desblindado assim como H-4’ e H-5'/H-5"

que sao advindos do derivado azido 38.

Azida

Alcing

ArmIcEa 1 (10 1H]

H-5'
| H-4' H_SI
| -
.ll.l i I r _Lﬂl_ 'R ‘f_. 1
|
I CHz
CCH
. H-4' H-&'H-5" :
TR I ST | W
H-5'
T H-5"
CH2 H-4'

(=]
(B)

Figura 228, Espectro de RMN d# de sobreposicéo entre os compo88s40e 43.

O mapa de contornos COSY do composto 43 (Figura 229) foi de grande

auxilio para as atribuicdes dos proétons.
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Figura 229.Mapa de contornos COSY dompostat3.

No espectro de RMN de **C de 43 (Figura 230) foram observados os
sinais caracteristicos da molécula. As atribuicbes dadas ao espectro de RMN de

13C foram auxiliadas pelo mapa de contornos HSQC (Figura 231).
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Figura 230.Espectro de RMN d€C (Jmod) do compos#8 (CDsOD, 75MHz).
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Figura 231.Mapa de contornos HSQC d8.

O espectro de massas de alta resolugcao desse composto (Figura 232),
mostrou a presencga de um sinal que corresponde a [M + H]" = 806,3185 m/z,

que esta muito proximo do valor teérico [M + H]* = 806,3194 m/z.
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Figura 232.Espectro de massas HRMS4k:
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Sintese e caracteriza¢do do 9-((2R,4S,5R)-4-hidroxi-5-((4-(((2R,35,5R)-2-
(hidroximetil)-5-(6-oxo-1H-purin-9(6 H)-il)tetraidrofuran-3-iloxi)metil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)metil)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 44

0
© N NH A </N | NH
(0] N N/) (@]
%-SI HO
P_J Al P_J ¢
N > TBAF )
THF/DMF
_ o °Cta. >
N
NN =
OH
43 44

Figura 233.Esquema de desprotecdo do compd&o

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado protegido foi
dissolvido em THF destilado e DMF anidro. Resfriou-se a temperatura até 0 ° C
(banho de gelo) e TBAF foi adicionado gota a gota. A mistura de reacéo foi
agitada a t.a. durante 4 horas e, em seguida prosseguiu-se com remoc¢ao do
solvente sob presséo reduzida. O residuo bruto foi purificado por cromatografia
flash sobre coluna de silica em CH,CIl, com 30% de MeOH. As fracGes foram
reunidas e concentradas. O produto desejado foi isolado como um 6leo com um

rendimento de 82%.

No espectro de RMN de *H (Figura 234) pode-se observar a auséncia do
grupo terc-butil difenilsilila (TBDPS) bem como a presenca dos sinais
caracteristicos da molécula desprotegida 44. A sobreposi¢céo entre 0s espectros
de RMN de *H do precursor 43 e do produto 44 (Figura 236) permite observar
claramente o sucesso da desprotecdo e formacdo do produto desejado 44,
onde fica evidente a auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios dos anéis
aromaticos bem como a auséncia do simpleto em 0 0,96 referente aos 9
hidrogénios do grupo terc-butila. Os sinais de prétons, foram atribuidos com
auxilio do mapa de contornos COSY (Figura 237).
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Figura 234. Espectro de RMN de *H do compo#4dDMSO- ¢, 300 MHz).
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Figura 237.Mapa de contornos COSY do compasto
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No espectro de RMN de **C de 44 (Figura 238) foram observados os

sinais caracteristicos da molécula.
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Figura 238.Espectro de RMN déC (Jmod) do compos## (D,0, 75MHz).

O espectro de massas de alta resolugéo apresentou sinal em 568,2027
m/z, correspondente a [M+H]", (Figura 239) que estd proximo do valor
calculado (568,2017 m/z), evidenciando desta forma a massa molar do
composto 44.

Elemental Compesition Re port Page 1

Single Mass Analysis
Tolerance= 50 FPM / DBE: min=-1.5 ma = 150.0
Izotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%
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Figura 239. Espectro de massas HRMS do compé4to
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Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S,5R)-5-((terc-
butildifenilsililoxi)metil)-4-((1-(((2R,3S,5R)-5-(6-0x0-1H-purin-9(6 H)-il)-3-
(prop-2-iniloxi)tetraidrofuran-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)
tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 45

N
. N
%‘S"O N Si-0 N
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Figura 240.Esquema de formagéo do compo$to

Em um baldo seco em estufa, o derivado de triazol 43 foi dissolvido em
DMF anidro e NaH foi adicionado a solugédo. Apés 1 h a t.a., resfriou-sea 0 ° C
(banho de gelo) e BrCH,CCH foi adicionado. A mistura de reag¢ao foi mantida
sob agitacéo a t.a. por 1 hora e, em seguida, evaporou-se o solvente de reacéo
no rotavapor e o residuo foi seco com auxilio da bomba de vacuo. O bruto foi
purificado por cromatografia flash sobre coluna de silica em CH,Cl, com MeOH
a 8%. As fracbes foram reunidas e concentradas até a secura. O produto

desejado foi isolado como um sélido amarelo com um rendimento de 63%.

Através do espectro de RMN de *H de 45 (Figura 241) observou-se a
presenca dos hidrogénios que podem ser atribuidos ao grupo propargilico CH,
em o 490 e CCHem J 2,92, bem como os outros sinais caracteristicos do

restante da molécula.
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Figura 241.Espectro de RMN de *H do compo4s(CD;0D, 300 MHZz).

No mapa de contornos COSY de 45 (Figura 242) pode-se observar as
correlacao entre o grupo metilénico ligado ao carbono n&o hidrogenado do anel
triazélico com o CH do triazol, destaca-se ainda dentre as outras correlacdes

caracteristicas da molécula, a correlacdo entre o grupo metilénico da porcao

propargilica e o CH do alcino.
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Figura 242.Mapa de contornos COSY do compatio

No espectro de RMN de **C (Jmod) de 45 (Figura 243) observam-se os
sinais em 0 78,5 e o 75,8 que podem ser atribuidos aos carbonos do grupo
alcino (CCH e CCH). As atribuicdes dadas ao espectro de RMN de **C de 45
sédo condizentes com a estrutura da molécula e foram feitas com o auxilio do

mapa de contornos HSQC (Figura 244).
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O espectro de massas de alta resolucdo desse composto (Figura 245),
mostrou a presenca de um sinal que corresponde a [M + H]" = 844,3359 m/z,

que esta muito proximo do valor teérico [M + H]" = 844,3351 m/z.

Elemental Compaosition Re port Page 1

Simgle Mass Analysis

Talerance = 5.0 PPM [ DEE: min =-20.0, max = 150.0

lsotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Maoncisabopic Mass, Odd and Been Electran lons
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Figura 245.Espectro de massas HRMS4te

Sintese e caracterizagdo do  9-((2R,4S,5R)-5-(hidroximetil)-4-((1-
(((2R,35,5R)-5-(6-0x0-1H-purin-9(6 H)-il)-3-(prop-2-iniloxi)tetraidrofuran -
2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin(9H)

ona 46
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Figura 246.Esquema de obtencdo do compakio

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado protegido 45 foi

dissolvido em THF destilado, resfriou-se o meio a 0 ° C (banho de gelo) e TBAF
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em THF, foi adicionado gota a gota. A mistura de reacdo foi mantida sob
agitacdo durante 3 horas e em seguida, prosseguiu-se com remocao do
solvente sob pressédo reduzida. O bruto foi purificado por cromatografia flash
sobre coluna de silica em CH,Cl, com 20% de MeOH. As fragbes foram
reunidas e concentradas a secura. O produto desejado 46 foi isolado como um

6leo com um rendimento de 60%.

No espectro de RMN de *H (Figura 247) pode-se observar a auséncia do
grupo terc-butil difenilsilla (TBDPS) bem como a presenca dos sinais

caracteristicos da molécula desprotegida 46.
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Figura 247.Espectro de RMN de *H do compo46(CD;0D, 300 MHz).
O espectro de massas de alta resolucdo desse composto (Figura 248),

mostrou a presenca de um sinal que corresponde a [M + H]" = 606,2170 m/z,
que esta muito proximo do valor teérico [M + H]" = 606,2173 m/z.
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Ele mental Composition Report Page 1

Single Mass Analysis
Tolerance = 5.0 PPM 7 DBE: min =-20.0, max = 150.0
lsotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance= 1.0%
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Figura 248.Espectro de massas HRMS4&
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10.5. Parte Experimental

Sintese e caracterizagdo do 5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-desoxinosina 32

O

N 5
g</ | )“H
N—"4 N/z

Figura 249.Esquema de reac¢do do derivado sililagih

Em um baldo 2'-desoxiinosina (3,0 g, 11,89 mmol) foi dissolvido em 15
mL de DMF anidro sob atmosfera de nitrogénio. Imidazol (1,8 g; 26,44 mmol,
2,2 eq.) foi adicionado a solu¢cdo. Quando a mistura ficou homogénea,
TBDPSCI (3,4 mL, 13,1 mmol, 1,1 eq) foi adicionado lentamente. A reacéo foi
mantida sob agitacdo a t.a. durante 48 horas. O solvente foi removido sob
pressao reduzida e seco na bomba de vacuo. O residuo bruto foi purificado por
cromatografia flash em coluna de silica usando uma mistura de CH,CIl, com 5 e
7% MeOH. As frages foram reunidas e concentradas até a secura. O produto
desejado foi isolado como um sélido branco com um rendimento de 95% (5,5

Q).
Rf (CH,Cl,/MeOH 9:1) : 0,34

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg): 68,23 (s,1H,H-2), 8,00 (s, 1H, H-8), 7,61 (m, 4H,
Har), 7,45-7,36 (m, 6H, Har), 6,35 (t, Ji-»= 6.5Hz, J;.»=6.5 Hz, 1H, H-1"), 4,52
(dt, J3-4'= 3.6 Hz, Jy.2=4.6 Hz, J3.»= 6.3 Hz, 1H, H-3), 3,97 (ddd, Js-3= 3,61
Hz, Jy.s- 4,3 Hz, Jy.s= 5,4 Hz, H, H-4"), 3,97 (dd, Js-a-= 4,3 Hz, 5= 11,0 Hz,
1H, H-5"), 3,78 (dd, Js.4= 5,4Hz, %5 = 11,0Hz, 1H, H-5"), 2,76 (ddd, J».3= 6.3
Hz, Jyy = 6,5Hz, Jrp= 13,3Hz, 1H, H-2"), 2,35 (ddd, Jp.3= 4,6 Hz, Jr.1= 6,5
Hz, Jy.»= 13,3Hz, 1H, H-2’), 0,98 (s, 9H, SiC(CHa)s).

RMN **C (75 MHz, DMSO- dg): 156,81 (C=0), 148,1(C-2), 138,7 (C-8), 135,3
(Car), 133,1 (2CSi), 130,1 (Car), 128,1 (Car), 124,8 (C-5), 87,3 (C-4"), 83,6 (C-
1), 70,3 (C-3"), 64,3 (C-5'), 38,9 (C-2’), 26,9 (SiC(CHs)3), 19,0 (SiC).
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Sintese e  caracterizagdo do  O-(2R,3R,5R)-2-((terc-butildifenil
sililoxi)metil)-5-(6-oxo-1H-purin-9(6 H)-il)tetraidrofuran-3-il O-fenil
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Figura 250.Esquema de reacéao do derivado com grupo xargato

carbonotioato 33

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado sililado 32 (640
mg, 1,3 mmol) foi dissolvido em 10 mL de CH3;CN destilada em atmosfera de
nitrogénio. DMAP (800 mg, 6,5 mmol, 5,0 eq) foi adicionado a solugdo. A
mistura foi deixada em agitagéo a t.a. durante 30 minutos, e em seguidaa 0 ° C
(banho de gelo), fenilclorotionoformato (0,45 mL, 4,6 mmol, 3,6 eq) foi
adicionado gota a gota. A reacao foi agitada a t.a. durante 48 horas. A mistura
de reacdo foi vertida para um recipiente com H,O destilada (80 ml) a 0 °C
(banho de gelo) e mantida em agitacdo durante 15 min., em seguida fez-se
extragdo com CH,CI, (3 X 100 mL). As fases organicas foram secas sobre
MgSOQ,, filtradas e concentradas até a secura. O produto de reacédo bruto foi
purificado por coluna de silica flash usando uma mistura de CH,Cl, com 3% de
MeOH. As fragBes foram reunidas e concentradas até a secura. O produto
desejado foi isolado como um sdlido branco com um rendimento de 37% (300

mgQ).
Rf (CH,Cl,/MeOH : 92:8) : 0,42

RMN *H (300 MHz, CDsOD): 58,19 (s,1H,H-2), 7,88 (s, 1H, H-8), 7,65 (m,4H,
Har), 7,39 (m, 9H, Har), 7,14 (m, 2H, Har), 6,47 (dd, Jy»= 6,0 Hz, J;»»= 8,0 Hz,

1H, H-1'), 6,06 (dt, J3'-2'= 2,0 Hz, J3.4=2,0 Hz, J3.»= 6,1 Hz, 1H, H-3’), 4,49
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(ddd, Jg3= 2,0 Hz, J4.5=4,1 Hz, J45= 4,3 Hz, H, H-4’), 4,02 (m, 2H, H-5'/H-5"),
3,17 (ddd, Jy.3= 6,1 Hz, Jp1= 8,0 Hz, J»»= 14,6 Hz, 1H, H-27), 2,87 (ddd, J,-
3= 2,0 HZ, JZ’-l’: 6,0 HZ, Jz'-z": 14,6 HZ,lH, H-21), 1,04 (S, 9H, SIC(CH3)3)

RMN *C (75 MHz, CDs0D): 195,5 (C=S), 158,8 (C=0), 154,8 (C-2), 149,6 (C-
4), 146,7 (C-8), 136,7 (phenyl), 133,8 (2CSi), 131,12-127,8 (Ph), 126,0 (C-5),
122,9 (Ph), 86,4 (C-1' e C-4’), 85,2 (C-3), 65,4 (C-5), 38,4 (C-2), 27,4
(SiC(CHs)3), 20,0 (SiC).

HRMS (M+H)+ : C33H35N4O5SSi
Valor calculado (M+H): 627,2097 Valor experimental (M+H): 627,2100

Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4R,5S)-4-alil-5-((terc-
butildifenilsililoxi)metil) tetraidro furan-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 34

Figura 251.Esquema de sintese do comp@&to

Em um bal&o seco na estufa e no dessecador, o derivado de xantato 33

(90 mg, 0,24 mmol) foi dissolvido em 2,0 mL de tolueno destilado, sob
atmosfera de nitrogénio. Sob atmosfera de nitrogénio, aliltributilestanho (0,2 ml,
0,57 mmol, 4,0 eq) foi adicionado a solugcdo. A mistura foi deixada sob agitacédo
constante a 80 °C (banho de glicerina) e AIBN (107 mg, 0,65 mmol, 4,6 eq)
dissolvido em 1,6 mL de tolueno foi adicionado durante 30 minutos. A mistura
de reacdo foi mantida sob agitacdo a 80 °C durante 48 h. O solvente foi
removido sob presséo reduzida. O produto bruto da reacao foi purificado por
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cromatografia flash sobre coluna de silica em CH,Cl, com 3% de MeOH. As
fracbes de 3% de MeOH foram reunidas e concentradas até a secura. O
produto desejado 34 foi isolado como um solido branco com um rendimento de
47% (35 mg).

OBS: Utilizou-se excesso de AIBN.

E importante destacar que o Rf do produto formado é muito proximo do
Rf do material de partida, o que dificultou o acompanhamento da reacdo por
CCD bem como a purificagéo (Rf (CH,Cl,/MeOH 92:8): 0,42)

RMN *H (300 MHz, CDsOD): 88,27 (s,1H,H-2),7.97 (s, 1H, H-8), 7,62 (m,4H,
Ph), 7,37 (m, 6H, fenil), 6,31 (m, 1H, H-1"), 5,80 (m, 1H, CH=CHy), 5,11 (m, 2H,
CH=CH,), 3,93-3,75 (m, 3H, H-5/H-5", H-4), 2,70-2,10 (m, 5H, H-2'/H-2", H-3',
CH>CH=CH)), 1,01 (s, 9H, Si(CHs)s).

RMN °C (75 MHz, CD;OD): 158,9 (C=0), 146,5 (C-2), 140,2 (C-8), 136,7
(fenil), 133,8 (2CSi), 131,0 (CH=CH,), 125,8 (C-5), 117,1 (CH=CHy), 88,1 (C-4),
86,2 (C-1), 65,2 (C-5), 38,5 (C-2), 38,2 (C-3"), 37,1 (CH,CH=CH,), 27,4
(SiC(CH3)3), 20,0 (SiC).
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Oxidagdo do 9-((2R,4R,55)-4-allil-5-((terc-butildifenilsililoxi)metil)
tetraidro furan-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 35

Figura 252. Esquema de sintese do compd@&&o

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado de olefina 34 (160
mg, 0,31 mmol) foi dissolvido em 1,6 mL de dioxano e 0,8 mL de H,O destilada.
Apos resfriamento até -20 °C (banho de nitrogénio liquido e acetona), OsO4
(8mg, 0,031 mmol, 0,1 eq) foi adicionado a solucdo. Posteriormente, uma
solucéo de NalO,4 (146 mg, 0,68 mmol, 2,2 eq) dissolvido em 0,8 mL de H,O foi
acrescentada a mistura de reacdo. A solucdo foi deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente durante 24 horas. O solvente foi removido sob presséo
reduzida.O produto bruto da reacao foi purificado por coluna de silica flash em
CH2Cl, com 5% de MeOH. As fragcbes contendo o produto desejado foram
reunidas e concentradas até a secura. O produto desejado foi isolado como um
sélido amarelo com um rendimento de 41% (66 mg).
Rf (CH.Cl,/MeOH 92:8) : 0,33

RMN *H (300 MHz, CDCl3): 89,70 (s, 1H, HC=0), 8,21 (s,1H,H-2), 8,10 (s, 1H,

H-8), 7,64 (m,4H, Ph), 7,42 (m, 6H, Ph), 6,30 (m, 1H, H-1"), 3,96-3,79 (m, 3H,

H-5'/H-5", H-4"), 2,54-2,10 (m, 5H, H-2'/H-2", H-3', CH,CH=0), 1,07 (s, 9H,

Si(CHz3)3).

RMN *3C (75 MHz, CDs;OD): 146,5 (C-2), 140,0 (C-8), 136,8 (fenil), 133,8-128,8

(fenil), 98,6 (C-4’), 86,2 (C-1), 86,3 (C-3’), 65,2 (C-5), 40,4 (C-2), 39,9

(CH,CH=0), 27,4 (SiC(CHz3)3), 20,0 (SiC).

HRMS (M+H)* : CgH33N4O,Si

Valor calculado (M+H): 517,2271 Valor experimental (M+H): 517,2280
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Tentativa de formagdo do 3'-C-alcino terminal

O O

N
1T
N NZ
%—Si— Si—
Reag. de Bestmann

K2C03, . CH3CN

Figura 253.Esquema de tentativa de sintese do com@iginalcino.
O procedimento usado envolve trés etapas:
| : Preparacgéo do azido (N3Ts)

Il : Reagente de Bestmann

Ill: Sintese do Alcino

| : Preparagdo do azido (N3Ts)

NaNj
HsC —Cl _H0.EOH o H,C
2,5h

Figura 254.Esquema de sintese dgTN.

—N;

O—un=—=0
Q—un=—"0

Em um baldoseco em estufa adicionou-se NaNs (2,8 mmol) dissolvida
em 0,5 mL de H,O destilada e 1,2 mL de EtOH. A essa solucdo adicionou-se
CITs (2,6 mmol) dissolvido em 2,6 mL de EtOH aquecido a 45 °C. A mistura foi
mantida sob agitacdo constante durante 2,5 h. O solvente foi entdo evaporado
rotavapor para remoc¢do do EtOH. Prosseguiu-se com extragdo CH,Cl,, as
fases organicas foram combinadas, secas com MgSQ,, filtradas e concentradas

até a completa secura.

240



Capitulo 2 Parte Experimental

Il : Reagente de Bestmann

(0] (0] (0] (@]
/‘K/H_ome p-TsN; K,CO5 ||3|—OMe
| MeCN, t.a., 2h |
OMe OMe

N,

Figura 255.Esquema de formacéo do reagente de Bestmann.
Dimetil-2-oxopropilfosfonate (23 mg, 0,14 mmol, 1,2 eq) foi adicionado a
uma solucdo com K,CO3 (58 mg, 0,42 mmol, 3,5 eq) e p-TsN3 (27 mg, 0,14

mmol, 1 , 2 eq) dissolvido em 2 mL de acetonitrila destilada. A mistura de
reacao foi mantida sob agitacédo constante a t.a. durante 2 h.

lll: Sintese do alcino: adi¢do do aldeido in situ

TBDPSO Base

o)
I /

F|>—0Me o »
o)

CH;CN, MeOH
Me t.a., 1 noite

Figura 256.Esquema de tentativa de obtenca@dg-alcino.

O aldeido 35, dissolvido em 0,6 mL de MeOH destilado, foi adicionado
ao baldo contendo o reagente de Bestmann (60 mg, 0,12 mmol, 1 eq). Depois
de uma noite evaporou-se o solvente no rotavapor. Extraiu-se com CH,Cl, (15
mL) / H,O (3 x 7 mL) e solucéo saturada de NaCl (2 x 6 mL), as fases organicas
foram combinadas, secas sobre MgSQ,, filtradas e concentradas no rotavapor.
O produto bruto da reacdo foi purificado por coluna flash de silica em
CH.CI,/MeOH. As fracdes com o mesmo Rf foram reunidas e concentradas até
a secura. O produto desejado néo foi obtido. Tal confirmacéo se deu atravées de

RMN de 'H e *3C e de massas de baixa resolucéo.
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Sintese dos Derivados Mono e Di-tosilado 36 e 37

Figura 257.Esquema de obtencao dos derivados mono e di-tosi&fle 37, respectivamente.

Em um balédo previamente seco em estufa, 2'-desoxiinosina (2,0 g, 7,93
mmol) foi dissolvida em 26 mL de piridina destilada. Resfriou-se a mistura
reagente até 0 °C (banho de gelo) e CITs (6 g, 31,47 mmol, 4,0 eq) foi
adicionado a solucédo. A mistura de reacdo foi mantida sob agitacdo constante
durante 24 horas. Prosseguiu-se com evaporacdo do solvente no rotavapor e
ao residuo obtido adicionou-se CH,Cl, (200 mL) e fez-se extracdo com solucéo
de NaHCOgszaquoso (3 x 60 mL) e por fim com agua destilada (1 x 60 mL). As
fases organicas foram combinadas, secas sobre MgSQO,, filtradas e
concentradas até a secura. O precipitado que se formou na fase aquosa foi
filtrado e adicionou-se ao residuo obtido pela evaporagédo da fase orgénica. O
produto bruto da reacgéo foi purificado por coluna de silica flash em CH,Cl, com
MeOH de 2 a 4%, para se obter o derivado di-tosilado, e também 10% de
MeOH para se obter o derivado mono-tosilado. As fragcbes com 2 a 4% MeOH
foram reunidas e concentrou-se até a secura. O produto di-tosilado 37 foi
isolado como um so6lido amarelo com um rendimento de 22% (975mg). Da
mesma forma as fracdes com 10% de MeOH foram reunidas e concentradas
até a secura. O produto mono-tosilado 36 foi isolado sob forma de um sdlido

amarelo com um rendimento de 47% (1,5 g).
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Caracterizagdo do Monotosilado 36

o)
N
NH
o) ¢l
] N N/)
Il o}
0

Figura 258. Composto monotosiladst

Rf (CH,Cl,/MeOH 9:1) : 0,4

RMN *H (300 MHz, DMSO- dg): 88,14 (s, 1H, H-2), 7,97 (s, 1H, H-8), 7,67 (d,
J= 8.3 Hz, 2H, Har), 7,36 (d, J= 8,3 Hz, 2H, Har), 6,27 (t, J= 6,7 Hz, 1H, H-1),
4,37 (sl, 1H, H-3"), 4,25 (dd, Js-4= 3.8 Hz, Js.5= 10.7 Hz, 1H, H-5"), 4,15 (dd,
Js.4= 6,7 Hz, Js.5= 10,7 Hz,1H, H-5’), 3,96 (ddd, Js.3= 3,4 Hz, J4.5- 3,8 Hz, Js-
5= 6,7 Hz, 1H, H-4), 2,67 (ddd, Jy.3= 6,5 Hz, Jo.1= 6,7 Hz, Jop= 13,4 Hz, 1H,
H-2"), 2,36 (s, 3H, CHa), 2,29 (ddd, Jz.3= 4,4 Hz, Jy.1= 6,7 Hz, Jp.»= 13,4 Hz,
1H, H-2).

RMN 3C (75 MHz, DMSO- dg): 156,7 (C=0), 147,9 (C-4), 145,2 (C-2), 138,9
(C-8), 132.2-127,7 (Ph), 84,1 (C-4), 83,8 (C-1)), 70,5 (C-5'), 70,4 (C-3"), 38,7

(C-27), 21,3 (CHa).

HRMS (M+H)+ : C17H19N4O6S
Valor calculado (M+H): 407,1025 Valor experimental (M+H): 407,1035
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Caracterizagdo do Di-tosilado 37:

o)
N
NH
0 ¢l
1l N N/)
S—o0
Il o}
o)
0
|
0=8=0

Figura 259. Composto ditosilad87
Rf (CH,Cl,/MeOH 9:1) : 0,73

RMN H (300 MHz, DMSO- dg): 48,13 (s, 1H, H-2), 7,95 (s, 1H, H-8), 7,85 (d,
J= 8,3 Hz, 2H, Har), 7,61 (d, J= 8,3 Hz, 2H, Har), 7,50 (d, J= 8,5 Hz, 2H, Har),
7,32 (d, J= 8,5 Hz, 2H, Har), 6,28 (t, J1.o= 6,8 Hz, J1.»= 6,8 Hz, 1H, H-1"), 5,31
(dt, J32= 3,2 Hz, Jy.4= 3,4 Hz, Jy.»= 6,8 Hz, 1H, H-3"), 4,27 (ddd, Js3= 3,4 Hz,
Jas= 3,8 Hz, Jos= 6,5 Hz, 1H, H-4)), 4,10 (m, 2H, H-5/H5"), 2,90 (ddd, Jy-.3=
6,8 Hz, Jo.1= 6,8 Hz, Jyp= 14,6 Hz, 1H, H-2"), 2,35 (ddd, J».a= 3,2 Hz, Jo.1=
6,8 Hz, Jp.»= 14,6 Hz, 1H, H-2), 2,43 (s, 3H, CH3), 2,37 (s, 3H, CHa).

RMN *C (75 MHz, DMSO- dg): 156,7 (C=0), 147,7 (C-4), 145,8 (C-2), 145,4
(C-8), 130,6— 127,7 (Ph), 125,4 (C-5), 83,8 (C-1), 83,3 (C-4’), 79,9 (C-3'), 68,8

(C-5Y), 35,7 (C-2"), 21,4 (CHa).

SMHR (M+Na)+ 1 CosH24N4OgS,
Valor calculado (M+H): 561,1037 Valor experimental (M+H): 561,10
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Formagdo de 5'-Azido-2'-desoxinosina 38

O

N 5 6
1y
N 4 N/ 2

z 22"
OH

Figura 260. Esquema de formacéo do azido 38.

Em um baldo previamente seco em estufa, derivado mono tosilado 36
(600 mg, 1,55 mmol) foi dissolvido em 6 mL de DMF. NaN; (705mg, 10,84
mmol, 7,0 eq) foi adicionada a solugdo. A mistura reagente foi mantida sob
agitacdo constante a 80°C (banho de glicerina) por 2 h. Prosseguiu-se com
remocado do solvente sob pressao reduzida. O produto bruto da reacédo foi
purificado por cromatografia flash sobre coluna de silica em CH,Cl, com 10%
de MeOH. As fracdes foram reunidas e concentradas até a secura. O produto
desejado 38 foi isolado como um sélido branco com um rendimento de 66% (66
mgQ).
Rf (CH,Cl,/MeOH 8:2): 0,4

IR (KBr, cm™): 3343,66; 2919,89; 2087,85; 1684,87.

RMN H (300 MHz, DMSO- dg): 58,33 (s, 1H, H-2), 8,10 (s, 1H, H-8), 6,37 (t, Ji-
»= 6,8 Hz, J1.»=6,8 Hz, 1H, H-1), 4,41 (sl, 1H, H-3"), 3,99 (ddd, Js.3= 3,2 Hz,
Jas- 4,2 Hz, Jys= 6,8 Hz, 1H, H-4"), 3,60 (dd, Js-a= 6,8 Hz, Js-s= 13,0 Hz, 1H,
H-5"), 3,53 (dd, Jsu= 4,2 Hz, Js.5= 13,0 Hz,1H, H-5'), 2,82 (ddd, Jo~5= 6,4 Hz,
Jo1= 6,8 Hz, Jop= 13,4 Hz, 1H, H-2"), 2,36 (ddd, Jp.3= 3,7 Hz, J».1= 6,8 Hz,
Jo»=13,4 Hz, 1H, H-2).

RMN °C (75 MHz, DMSO- dg): 156,7 (C=0), 148,2 (C-2), 146,0 (C-4), 139,1

(C-8), 124.8 (C-5), 85.7 (C-4), 83.7 (C-1)), 71.2 (C-3"), 51,9 (C-5), 38,8 (C-2)).
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Obtencdo do 3', 5'-diazido-2'-desoxiinosina 39
(0]
N 5 6
0
N, N/ 2

Figura 261.Esquema de obtencéo do di-az&®

N3

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado di-tosilado 37 (400
mg, 0,71 mmol) foi dissolvido em 4 mL de DMF. NaN3 (750 mg, 11,54 mmol, 16
eq) foi adicionada a solucdo em agitacdo constante a 80 °C (banho de
glicerina). ApGs 2h, o solvente foi removido sob pressédo reduzida. O produto
bruto da reacao foi purificado por cromatografia flash sobre coluna de silica em
CH2Cl, com 5% de MeOH. As fracbes foram reunidas e concentradas até a
secura. O produto desejado 39 foi isolado como um solido branco com um
rendimento de 66% (142 mg).
Rf (CH,Cl,/MeOH 9:1) : 0,66

RMN *H (300 MHz, DMSO- dg): 08,26 (s, 1H, H-2), 8,10 (s, 1H, H-8), 6,30 (t, J;-
»= 3,6 Hz, J1.2=7,6 Hz, 1H, H-1"), 4,67 (m, 1H, H-3"), 4,31 (ddd, Js-3= 4,5 Hz,
Jos-4,6 Hz, Jog= 7,8 Hz, 1H, H-4"), 3,80 (dd, Jss= 7,8 Hz, Js.5= 12,9 Hz, 1H,
H-5"), 3,63 (dd, Js-4= 4,6 Hz, Js.5= 12,9 Hz,1H, H-5'), 2.96 (ddd, Jy.3= 6,4 Hz,
Jo1= 6,8 Hz, Jpp= 13,4 Hz, 1H, H-2"), 2,63 (ddd, Jp.3= 3,7 Hz, Jo.1= 6,8 Hz,
Jy»= 13,4 Hz, 1H, H-2Y).

RMN *3C (75 MHz, DMSO- dg): 156,8 (C=0), 148,2 (C-2), 146,2 (C-4), 138,4
(C-8), 124,4 (C-5), 83,0 (C-4"), 80,8 (C-1"), 61,5 (C-3'), 50,4 (C-5'), 37,7 (C-2).

HRMS (M+Na)+ : C10H10N100O2Na
Valor calculado (M+23): 325,0886 Valor experimental (M+23): 325,0883
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Sintese e  caracterizagdo do  9-((2R,4S,5R)-5-((terc-butildifenil
sililoxi)metil)-4-(prop-2-iniloxi) tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 40

Figura 262.Esquema de sintese do compakio

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado sililado 32 (600
mg, 1,2 mmol) foi dissolvido em 6 mL de DMF anidro e NaH (60 mg, 2,5 mmol,
2 eq) foi adicionado a solug¢édo. Apés 1h, BrCH,CCH (0,36 mL, 4,3 mmol, 3,5
eq) foi adicionado a 0 ° C (banho de gelo). A mistura de reacao foi mantida sob
agitacdo a t.a. durante 1 hora e, em seguida, o solvente foi removido sob
pressdo reduzida. Ao residuo adicionou-se CH,Cl, (100 mL) e fez-se extracao
com agua (3 X 80 ml). As fases organicas foram combinadas, secas sobre
MgSOQy, filtradas e concentradas até a secura. O produto bruto foi purificado por
cromatografia flash sobre coluna de silica em CH,Cl, com 3% de MeOH. As
fracbes foram reunidas e concentradas até a secura. O produto desejado foi

isolado como um soélido amarelo com um rendimento de 76% (494 mg).

Rf (CH2Cl,/MeOH : 92:8) : 0,46

RMN *H (300 MHz, CDsOD): 38,26 (s,1H, H-2), 8,15 (s, 1H, H-8), 7,61 (m,4H,
Har), 7,33 (m, 6H, Har), 6,39 (t, J= 6,5 Hz, 1H, H-1'), 4,87 (d, Jona-ccH= 2,6, 2H,
CHy), 4,65 (dt, J3'-4'= 3,7 Hz, J3.2=4,5 Hz, J3»= 6,2 Hz, 1H, H-3"), 4,07 (ddd,
Ja3= 3,7 Hz, Jus= 3,8 Hz, Jrs= 4,9 Hz, H, H-4'), 3,93 (dd, Jss= 3,8 Hz, J5-5=
11,3 Hz, 1H, H-5"), 3,83 (dd, Js-a= 4,9 Hz, Js.s= 11,3 Hz, 1H, H-5"), 2,93 (t,
JochcHz= 2.6 Hz, 1H, CCH), 2,81 (ddd, Jo.3= 6,2 Hz, Jp1= 6,5 Hz, Jop= 13,5
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Hz, 1H, H-2"), 2,48 (ddd, Jy.3= 4,5 Hz, J.1= 6,5 Hz, Jo.»= 13,5 Hz, 1H, H-2),
1,00 (s, 9 H, SiC(CH3)3).

RMN *3C (75 MHz, CD3;0D): 157,4 (C=0), 148,6 (C-2), 148,4 (C-4), 141,0 (C-8),
136,7 (Car), 134,4 (2CSi), 131,0 (Car), 128,7 (Car), 125.3 (C-5), 89.1 (C-4)),
86,2 (C-1)), 72,1 (C-3), 65,3 (C-5), 41,0 (C-2), 36,1 (CH,), 27,3 (SiC(CHa)a),
20,0 (SiC(CHs)s).

HRMS (M+H)+ : Co9H33N4O4SIi
Valor calculado (M+H): 529,2271 Valor experimental (M+H): 529,2279

Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S,5R)-5-(azidometil)-4-(prop-2-
iniloxi)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 41

0]

2!

Figura 263. Esquema de reacdo do composto 41

Em um balédo previamente seco em estufa, o derivado de 5'-azido 8 (170
mg, 0,61 mmol) foi dissolvido em 3 mL de DMF anidro e NaH (29 mg; 1,21
mmol, 2 eq) foi adicionado a solucéo. Apds 1 h a t.a., reduziu-se a temperatura
para 0 ° C (banho de gelo) e BrCH,CCH (0,18 mL mmol, 2,15, 3,5 eq) foi
adicionado. A mistura de reacdo foi agitada a t.a. durante 1 hora e
posteriormente, o solvente foi removido sob pressao reduzida. O residuo obtido
foi purificado por cromatografia flash sobre silica coluna em CH,Cl, com 5% de

MeOH. As fracBes foram reunidas e concentradas até a secura. O produto
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desejado foi isolado como um soélido amarelo com um rendimento de 52% (100
mgQ).

Rf (CH,CI,/MeOH: 86:14) : 0,52

RMN H (300 MHz, CDs0OD): 68,44 (s,1H, H-2), 8,25 (s, 1H, H-8), 6,42 (t, J= 6,6
Hz, 1H, H-1), 4,90 (d, Jenzcor= 2,5, 2H, CHy), 4,55 (dt, J3'-4'= 4,3 Hz, J3.»=4,3
Hz, Jy.»= 6,1 Hz, 1H, H-3), 4,07 (dd, Ja-3= 4,3 Hz, Jasss= 9,3 Hz, 1H, H-4"),
3,58 (M, 2H, H-5'/5"), 2,91 (t, Joch-crz= 2.5 Hz, 1H, CCH), 2,88 (ddd, J».3= 6,1
Hz, Jo1= 6,6 Hz, Jpp= 14,0 Hz, 1H, H-2"), 2,48 (ddd, Jo-3= 4,3 Hz, Jo.1= 6,6
Hz, Jy.»= 14,0 Hz, 1H, H-2)).

RMN 3C (75 MHz, CD;0D): 157,4 (C=0), 148,8 (C-2), 147,4 (C-4), 141,2 (C-8),
125,2 (C-5), 88,9 (C-4)), 87,3 (C-1"), 77,9 (C-3), 53,2 (C-5"), 40,5 (C-2’), 36,2

(CHy).

HRMS (M+H)+ : C13H13N7O3Na
Valor calculado (M+Na): 338,0978 Valor experimental (M+H): 338,0984
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Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S5R)-4-(prop-2-iniloxi)-5-((prop-2-
iniloxi)metil)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 42
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Figura 264.Estrutura do dialcingi2.

Em um baldo previamente seco em estufa, foram adicionados 300 mg da
solucéo de 2’-desoxiinosina (1,2 mmol) em 3mL de DMF anidro, adicionou-se a
mistura 114 mg de NaH (4,7 mmol) em pequenas por¢cdes durante 30 min. e
deixou-se sob agitacdo constante por 1 hora a t.a.

Apos resfriamento a 0°C (banho de gelo), adicionou-se a mistura
reagente 0,7 mL de brometo de propargila (8,3 mmol). A reacdo foi
acompanhada por CCM (eluente: MeOH/CH,CI, 8:92, revelador: luz UV e
vanilina). Apdés 2h sob agitacdo constante o material foi completamente
consumido, prosseguiu-se com remoc¢do do solvente sob pressdo reduzida e
purificacdo através de coluna flash de silica usando uma mistura em escala
gradiente de polaridade de CH,Cl, e MeOH. Foram obtidos 150 mg do produto

desejado sob forma de 6leo (38 % de rendimento).

Rf (CH,Cl,/MeOH: 92:8) : 0,5

RMN *H (300 MHz, CD3;OD): 38,44 (s,1H, H-2), 8,32 (s, 1H, H-8), 6,36 (t, J= 6,1
Hz, 1H, H-1), 4,90 (d, Jcrz-con= 2,0, 2H, CHy), 4,52 (dt, J3'-4'= 5,2 Hz, J3.=5,2
Hz, Jg-»= 5,5 Hz, 1H, H-3"), 4,27 (d, Jerp-con= 1,9, 2H, CHy), 4,19 (m, 1H, H-4"),
3,77 (dd, Jsa= 3,7 Hz, Js-5= 9,3 Hz, 2H, H-5' e H-5"), 2,90 (t, Joch-crz= 2,5 Hz,
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1H, 2CCH), 2,76 (ddd, J..3= 5,5 Hz, J»».1= 6,1 Hz, Joo= 14,0 Hz, 1H, H-2"),
2,48 (ddd, Jz'.3': 5,2 Hz, JZ’-l’: 6,1 Hz, Jz'.z": 13,8 Hz, 1H, H-Z’).

RMN *3C (75 MHz, CD3;0D): 157,4 (C=0), 148,8 (C-2), 141,2 (C-8), 87,3 (C-4),
86,6 (C-1'), 80,4 (C-3'), 76,2 (2CCH), 75,6 (2CCH), 63,4 (C-5), 57,4 (CH,CCH),
38,9 (C-2'), 35,9 (CH,).

HRMS (M+H)+ : C16H16N4O4sNa
Valor calculado (M+Na): 351,1069 Valor experimental (M+H): 351,1072

Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S,5R)-5-((terc-butildifenilsililoxi)
metil)-4-((1-(((2R,3S,5R)-3-hidroxi-5-(6-oxo-1H-purin-9(6 H)-il)tetraidro-
furan-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)tetraidro-furan-2-il)-1H-
purin-6(9H)-ona 43

NH
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Figura 265. Estrutura do compost43.

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado com grupo alcino
terminal 40 (300 mg, 0,55 mmol) foi dissolvido em EtOH e agua destilada
7mL/7mL. Em seguida, o derivado 5'-azido 38 (204 mg, 0,73 mmol, 1,3 eq),
CuS0,4.5H,0 (7,0 mg, 0,03 mmol, 0,05 eq) e ascorbato de sddio (45 mg, 0,23
mmol , 0,4 eq) foram adicionados. A mistura reagente foi mantida sob agitacao
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a t.a. durante 1 noite e, em seguida, o solvente foi removido sob pressdo
reduzida. Adicionou-se MeOH ao residuo bruto e o precitipitado formado foi
filtrado. O produto desejado 43 foi isolado como um soélido branco com
rendimento de 98% (447 mg).

Rf (CH2Cl,/MeOH 84:16): 0,25

RMN *H (300 MHz, CDs0D): 88,29 (s, 1H, H-2), 8,14 (s, 1H, H-2), 8.04 (s, 1H,
2H-8), 7,86 (s, 1H, H-triazol), 7,33 (m, 4H, Har), 7,20 (m, 6H, Har), 6.35 (m, 2H-
1", 5.20 (s, 2H, CH,), 4.74 (m, 1H, H-5'/H-5" (B)), 4,62 (m, 2H, 2H-3'), 4.25 (m,
1H, H-4’ (B)), 4,04 (m, 1H, H-4’ (A)), 3,90 (dd, J5"-4'= 3,80, J5"-5'= 11,3, 1H, H-
5” (A)), 3,80 (dd, J5'-4'= 4,9, J5'-5"= 11,3, 1H, H-5" (A)), 2,80 (m, 2H, 2H-2"),
2,47 (m, 2H, 2H-2"), 0,96 (s, 9H, Si(CHs)3).

RMN *3C (75 MHz, CD3;0D): 159,0 (C=0), 158,0 (C=0), 149,1-141,8 (2C-2, 2C-
8, 2C-4, C-triazol), 136,7 (Car), 134,3 (2C-5), 131,0-126,0 (Car, CH-triazol),
89,1 (C-4’ (A)), 86.3 (2C-1', C-4’ (B)), 72,5 (2C-3), 65,2 (C-5 (A)), 52,6 (C-5
(B)), 42,3 (CHy), 40,9-39,8 (2C-2), 27,3 (SiC(CHs)3), 20,0 (SiC).

HRMS (M+H)+ : C39H44N110-Si

Valor calculado (M+H): 806,3194 Valor experimental (M+H): 806,3185
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Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S,5R)-4-hidroxi-5-((4-(((2R,35,5R)-2-
(hidroximetil)-5-(6-oxo-1H-purin-9(6 H)-il)tetraidrofuran-3-iloxi)metil)-1H-
1,2,3-triazol-1-il)metil)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 44
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Figura 266. Estrutura do composto 44

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado protegido 43 (244
mg, 0,30 mmol) foi dissolvido em 14 mL de THF destilado e 1,7 mL de DMF
anidro. Resfriou-se a temperatura até 0 ° C (banho de gelo) e TBAF (1M em
THF, 0,45 mL, 0,45 mmol) foi adicionado gota a gota. A mistura de reacao foi
agitada a t.a. durante 4 horas e, em seguida, o solvente foi removido sob
pressdo reduzida. O residuo bruto foi purificado por cromatografia flash sobre
coluna de silica em CH,CIl, com 30% de MeOH. As fragBes foram reunidas e
concentradas até a secura. O produto desejado 44 foi isolado como um 6leo
com um rendimento 82% (82 mg).

Rf (CH.Cl,/MeOH 7:3) : 0,32

RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg): 88,56 (s, 1H, H-2), 8,32 (s, 1H, H-2), 8,24 (s,
1H, H-triazol), 8,06 (s, 1H, H-8), 7,99 (s, 1H, H-8), 6,30 (t, J= 6.2, 2H, 2H-1"),
5,24 (s, 2H, CHy), 4,70 (dd, Js-a= 4,6, Js.5= 14,2, 1H, H-5” B), 4.61 (dd, J5'-4'=
7.7, J5'-5"= 14.2, 1H, H-5' B), 4,43 (ml, 1H, H-3' B), 4,38 (ml, 1H, H-3' A), 4,17
(ddd, J43= 3,5, Jy-g= 4,6, Jy.s= 7,7, 1H, H-4’ B), 3.86 (s|, 1H, H-4’ A), 3,58 (dd,
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Jsa= 4,4, Jgs= 11,8, 1H, H-5" A), 3,49 (dd, Js.a= 4,5, Js.5= 11,8, 1H, H-5' A),
2,67 (M, 2H, 2H-27), 2,33 (M, 2H, 2H-2)).

RMN *3C (75 MHz, D,O): 158,6 (C=0), 157,8 (C=0), 149,0-142,5 (2C-2, 2C-8,
2 C-4, C-triazol), 124,0 (2C-5), 90,0 (C-4' A), 84,9(2C-1'), 84,4 (C-4’ B) 71,5-
70,7 (2C-3'), 62,0 (C-5' A), 51,3 (C-5' A), 42,4 (CH,), 39,6-38,1 (2 C-2)).

HRMS (M+H)" : Ca3H26N1,07
Valor calculado (M+H): 568,2017 Valor experimental (M+H): 568,2027

Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S 5R)-5-((terc-
butildifenilsililoxi)metil)-4-((1-(((2R,3S,5R)-5-(6-0x0-1H-purin-9(6 H)-il)-3-
(prop-2-iniloxi)tetraidrofuran-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)
tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-ona 45
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Figura 267. Estrutura do composto 45

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado de triazol 43 (400
mg, 0,50 mmol) foi dissolvido em 8 ml da DMF anidro e NaH (24 mg, 1,0 mmol,
2 eq) foi adicionado a solucdo. Apos 1 h & t.a., resfriou-se a 0 ° C (banho de
gelo) e BrCH,CCH (0,15 mL, 1,74 mmol, 3,5 eq) foi adicionado. A mistura de
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Capitulo 2 Parte Experimental

reacao foi mantida sob agitacdo a t.a. por 1 hora e em seguida, o solvente foi
removido sob pressao reduzida. O bruto foi purificado por cromatografia flash
sobre coluna de silica em CH,CIl, com MeOH a 8%. As fracGes foram reunidas e
concentradas até a secura. O produto desejado 45 foi isolado como um sdélido
amarelo com um rendimento de 63% (266 mg).

Rf (CH2Cl,/MeOH 84:16): 0,61

RMN *H (300 MHz, CDs;OD): 88,42 (s, 1H, H-2), 1H, H-2), 8,30 (s, 1H, H-2),
8,16 (s, 1H, H-triazol), 8,04 (s, 1H, H-8), 7,87 (s, 1H, H-8), 7,59 (m, 4H, Har),
7,33 (M, 6H, Har), 6,35 (t, J1'-2"= 6,4, Ji»= 6,4, 2H, 2H-1"), 5,22 (s, 2H, CH,),
4.92 (d, Jonz-con= 2,5 Hz, 2H, CH, alcino), 4,92 (d, Jsys-4= 5,3, 2H, H-5"/H-5" B),
4,62 (M, 2H, 2H-3)), 4,26 (dt, Jo-3= 4,3, Jrs= 5,3, Je.s= 5,3, 1H, H-4' B), 4,00
(ddd, Jsyg= 3,7, Jyg= 3,8, Jys= 4,8, 1H, H-4' A), 3,91 (dd, Js.4= 3,7, J5"-5'=
11,3, 1H, H-5” 3'idI), 3,80 (dd, Js.u= 4,8, Js.5= 11,3, 1H, H-5' A), 2,92 (t, Joch-
o= 2.5, 1H, CCH), 2,77 (m, 2H, 2H-2"), 2,47 (m, 2H, 2H-2’), 0,97 (s, 9H,
Si(CHa)a).

RMN 23C (75 MHz, CDsOD): 158,0 (C=0), 157,5 (C=0), 149,1-141,9 (2C-2, 2C-
8, 2C-4, C-triazol), 136,7-126,9 (Ph, CH-triazol), 125,3 (2C-5), 89,1 (C-4' A),
86,2 (2C-1’, C-4' B), 78,4 (CCH), 72,4 (2C-3), 65,2 (C-5' A), 52,6 (C-5' B), 42,3
(CH, triazol), 40,9-39,8 (2C-2), 36,3 (CHs-alcino), 27,3 (SIC(CHa)s), 20,0
(SIC(CHg)s).

SMHR (M+H)+ : C4oHaeN110-Si
Valor teorico (M+H): 844,3351 Valor experimental (M+H): 844,3355
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Capitulo 2 Parte Experimental

Sintese e caracterizagdo do 9-((2R,4S,5R)-5-(hidroximetil)-4-((1-
(((2R,3S,BR)-5-(6-0x0-1H-purin-9(6H)-il)-3-(prop-2-iniloxi)tetraidro-furan-
2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)tetraidrofuran-2-il)-1H-purin-6(9H)-
ona 46
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Figura 268. Estrutura do composto 46

Em um baldo previamente seco em estufa, o derivado protegido 45 (260
mg, 0,31 mmol) foi dissolvido em 3,0 mL de THF destilado, resfriou-se o meio a
0 ° C (banho de gelo) e TBAF (1M em THF, 0,46 mL, 0,46 mmol) foi adicionado
0 gota a gota. A mistura de reacao foi mantida sob agitacdo durante 3 horas e
em seguida, O solvente foi removido sob presséo reduzida e o residuo formado
foi purificado por cromatografia flash sobre coluna de silica em CH,Cl, com 20%
de MeOH. As fracbes foram reunidas e concentradas a secura. O produto

desejado 46 foi isolado como um éleo com um rendimento de 60% (110 mg).
Rf (CH,Cl,/MeOH 84:16): 0,61

RMN *H (300 MHz, CDs;0OD): 48,43 (s, 1H, H-2), 8,33 (s, 1H, H-2), 8,28 (s, 1H,
H-triazol), 8,04 (s, 1H, H-8), 7,86 (s, 1H, H-8), 6,39 (t, Jy-»= 6,9, Jy»= 7,6, 1H,
H-1' B), 6,35 (t, Jr»= 6,3, 1H, H-1' A), 5,23 (s, 2H, CH, triazol), 4,93 (sl, 2H,

256



Capitulo 2 Parte Experimental

CH, alcino), 4,74 (d, Jsys-4= 5,2, 2H, H-5'/H-5" B), 4,61 (dt, Hz.4= 4,2, Hz.»= 5,8,
Hs.»= 5,9, 1H, H-3' B), 4,54 (ddd, Hz.s= 2,3, H3.2=4,0, Hy.»= 5,8, 1H, H-3' A),
4,24 (dt, Jpg= 4,2, Jos= 5,2, Jeg= 5,2, 1H, H-4' B), 4,00 (dt, Ja-a= 2,3, Ja.5=
3,6, Jos= 4, 1H, H-4' A), 3,78 (dd, Js-a= 3,6, Js.5= 12,0, 1H, H-5" A), 3,70 (dd
Js.a= 4.1, Js.s= 12,0, 1H, H-5' A), 2,93 (sl, 1H, CCH), 2,77 (m, 2H, 2H-2"), 2,47
(m, 2H, 2H-2).

HRMS (M+H)" : Cp6H2sN1107
Valor calculado (M+H): 606,2137 Valor encontrado (M+H): 606,2170
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11. Conclusdes

Neste trabalho, foram obtidos 46 compostos sendo 23 inéditos. No
capitulo 1 foi descrita a sintese de 31 compostos. No capitulo 2 foram obtidos
15 compostos.

O capitulo 1 apresentou a sintese de derivados aminoquinolinicos com
potencial atividade antiparasitaria e antibacteriana. A proposta de obtencéo dos
conjugados aminoquinolina/acido colico foi realizada com sucesso e 0s
rendimentos foram satisfatorios. Estes derivados apresentaram promissores
resultados biol6gicos nos testes realizados (tuberculose e leishmaniose).

Os intermediarios de reacdo para obtencdo dos conjugados
aminoquinolina/acido colico, tais como diaminoquinolinas e
aminoalcinoquinolinas exibiram excelentes resultados biolégicos quando
testados em parasitos (leishmania e malaria) bem como antibacterianos
(tuberculose).

Quanto ao objetivo principal de avaliar a atividade do esteréide ligado as
aminoquinolinas, o0s mesmos atenderam as expectativas e foram mais ativos
gue Seus precursores, ou seja, aumentou a atividade antituberculose com CIMs
menores do que alguns medicamentos comumente usados para tratar a
tuberculose. Nos testes em crescimento de leishmanias, 0s conjugados
aminoquinolina/acido célico demonstraram uma atividade significativa contra as
formas promastigotas e amastigotas de L. major. A obtencdo dos conjugados
aminoquinolina/acido cdlico, através da reacdo do tipo “click”, foi efetiva com
rendimentos satisfatérios e abre perspectiva para a sintese de novos
compostos.

Também como previsto, os complexos de Pt (II) das aminoquinolinas e
aminoalcinoquinolinas, mostraram resultados promissores nos testes in vivo em

ratos infectados com Plasmadio berghei.

O capitulo 2 apresentou a sintese de derivados da 2’-desoxiinosina com
0 propdsito de se obter potenciais agentes antibacterianos e que pudesse ser

construida uma nova série de nucleotideos ndo-naturais substituindo o grupo
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fosfato pelo anel triazdlico. A formacédo dos nucleotideos via reacdo do tipo
“click” foi bem sucedida com rendimentos satisfatorios, tal sintese apresentou-
se como uma abordagem mais simples do que o método convencional que
envolve a reacdo de fosforamidito. Posteriormente, os derivados triazélicos
desse capitulo serdo enviados para testes antibacterianos. Essa metodologia
permite a preparacdo de novos derivados e surgem novas expectativas para o

desenvolvimento de oligonucleotideos nao-naturais.
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Anexo 1. Estruturas dos compostos obtidos nesse trabalho
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Abstract

Background: Aminoguinoline/steroid conjugates were synthesized based on the fact that steroid transportens have
been shown to accept and camy a vanety of drugs. 50, in continuing our research of antileishrmanial and
antitubercular drigs, amincguinoline/stercid conjugates (12, 13, and 14 wen regioselectively synthesized wvia

1, 3~dipdar oycloaddition of alkynes 3, 5,and 7 with azide 12 The aminoguinolinefstercids conjugates wene evaluated
in vitro against Leshmana majorand Myaebactentm fubsroulesis.

Results: Regicselective synthesis of the novel aminoguinohne/stercid conjugates was achieved in wvery high
yiekd. All amineguinoline/Stercid conjugates (12, 13, and 14} exhibited best results against Leishmania and M
tubsrcutosis than the respective alkyne intenmediate structunes (3, 5, and 7, respectivelyl. Arrong them, the
compound 12 axhibited the best activity for M rubeculsls [MIC = B8 ML This resclt & companable to drugs
comamonly used in tuberculosis treatment. Also, for antiles hmiandal assay, the aminoguinoline/steroid conjugates
dermonstiated 2 significant activity against promastigote and amastigote forms of L mgior

Conclustons: Addition of a steroid group to amincguindine molecudes enkanced the letshmanicidal and
antituberailar activities. These results highlight the imporance of steroids as carmer.

Keywords: Antileishmanial dregs, Antituberculosts drgs, Click chemistry, Cunoling, Sterowd

Background

Cuinolines are among the most important antimalarial
drugs ever wsed [12] In addition, quinoline dereatives
have also demonstrated a variety of hiological properties
that includes antiviral, anti-inflaimmatory, antitubercular,
and antileishmanial activities [2-5]. Leishmaniasis & a dis-
emse caused by parasitic protozoans of the genus Leich-
muvria, Ovver 20 different Leigimrania species can infect
humans and @use a wide specrum of symptoms. [t has an
estimated prevalence of 12 million cses worldwide, which
is contnuing to increase, with 1.5-2 million new cases
each year [6). With no available vaccine, the chemdtherapy
5 a major mntral for the disease. However, the treatment
optinns are severely limited and first line treatment is based
on pentavalent antimonials that have been used in thera-
peutics for more than half a century [7]. Tuberculosis (TB)
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@ Springer

iz another important neglected disease. TB s more preva-
lent in the world today than at any other time in human
history. Myoobacterium tuberculngs (MTB), the pathogen
respansible for TH, uses diverse strategies to survive in a
variety of host lesions and to evade immune surveillance
[7 8} The last 20 years have seen the worldwide appearance
af multidrug-resistant TE, followed by extensivdy drg-
resistant I'B, and most recently, strains that are resistant to
all antituberculosis drugs [9]. Since the discovery of rifam-
picin (1960, no new drugs have been developed specifically
against mycobacteria [10]. Also, onby within the last few
vears some promising drog candidates have emerged [111
Conzidering the nefficacy and the high toxicity of the cur-
rently used drugs for the treatment of these infectious dis-
eazes, a5 wil as the emergenoe of drug-resistant strains of
the causative organisms, the development of new leishma-
nicidal and antibercular agents is extremely important.
Biocconjugation has emerged as a fast growing technol-
ogy and aims at the ligation of two or more molecules to
form new complexes with the combined properties of
their individual components [12]. To make this linkage,
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Abstract: In this paper we describe the prepanitaon, charucterization and antimalarial sctivity & vive ol novel
quinolinefmercatopurine conjugates. The compounds were tested i vive oo muorine model using chlorogquine o5 o
reference compound. The values of mhibition of parasite muliplicaton relative e chlomguine were determined and the
compuound A-{f'-mereatepurine - T-chlosoquinoline was considered  statistically identical io chloroquine ® Lthe sme
dosere. The compounds were nod eyvtotoxic ol the maximum concentration osed (E00 pg'ml), Possible mechanisms of
netiom are discussed In ight of these daty, the title compounds may serve as profotypes for the development of novel

untimalorial agents.

Kevwords: Symthesis, Antimalarial sctivity, Plasmodinm berghed, Quinoline, Chloroguine, Mercaptopurine.

INTRODUCTION

Malaria is a very debilitating disease that afflicls more
than 4% of the world's population, being responsgible for
over 200 million clinical cases and causing an estimated
mortality of thousands of people annually [1]. Tt is caused by
five species of the genus Plasmodivm and i wansmined by
female Anopfrefes mosquitoes [2]. The mosquito vector
inocilates spororoite forms into the hlaodsiresm of the hosi
which, afier the liver stage, invade the host's red blood cells,
causing the clinical manifestutions of the diseass [3].

Among other aspects that hamper the control of the
disense, the emergence of parasitic resistance W current
chemotherapeutic agents is 4 canse for particular concern. P
Jaiciparum, which is responsible for ahout 80% of malaria
cases gnd s the most virulent species, [7] and P vivax,
which causes severe relapses, have both evolved strains
resistant to commaonly employed antimalarial drogs [4]. The
incrensing resistance of Plagmodivm strams has  forced
resgarchers 10 develop new antimalarial agents [6]. Current
efforts have relied on natural product assavs, de move drog
design, chemlical modification of existing antimalarials and
screening of drugs thet are currently in clinical wse 10 treat
other diseasas [7].
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In the present work, some G-mercapiopurine derivales
wore evaluated, The purine ring svstemn plays an imponant
role in nature [R]. Purines e essentinl for the symbesis of
nucleotides, proteins and other reactions that require cnergy.
T living organisms, they are synthesized by e novo andior
salvage pathways, while Plagmadium spp. rely exclusively
upon & salvage pathway [9). The inability of protozoan
parasites to synthesize purines de nove has guided research
efforts for chemotherapeutic agents thal target or mhibi
transporters or engymes involved in purine metabolism [9-
1], Purine antimetabolites have also been used in the
development of muany potent medicinal agenis such as
antineoplasie, antileukemic, antiviral. antibacterral and
antifungal drugs [ 10, 12-15].

Thiopurines . such as 6G-mercaptopurines (Fig. 1), are
eytotoxic prodrags that interfere with nucleds aeid synthesis,
inhibiting the activities of enzymes in the de wove puring
synthetic pathway [16]. They are commonly used in the
treatment of cancer and s immunosupressors [17, F8],

The G-mercapiopurine derivates we evalunted were
conjugated with quinolines. The quinoline antimalarials such
as chlorogquine (Fig. 1) have been long used to combat
malaria wnd still constitiule an important part of the arsenal to
treat it [19=21]. Quinolines bind heme and inhibit hemozoin
formation, which results in parasile death [22]

Much work has highlighted the efficacy of employing

combinations of drugs, and this hat been a srategy in the
treatrrent af malaeia 173 10 242771 to immeows anteame and
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ABSTRACT

The high incidence of malana and drug-resistant strains of Plasmodium have turned this disease into a
problem of major health importance. One of the approaches used to control it is to search for new
antimalarial agents, such as guinoline derivates. This class of compounds composes a broad group of
antimalarial agents, which are largely employved, and inhibits the formation of B-haematin {malaria
pigment), which is lethal to the parsite. More specifically, 4-aminoguinoline derivates represent
potential sources of antimalarials, as the example of chloroguine, the most used antimalarial worldwide.
In order to assess antimalanal activity, 12 4-aminoguinoline derved drugs were obtained and some of
these derivatives were used to obtain platinum complexes platinum ([[L These compounds were tested
in vivo in a murnne model and revealed remarkable inhibition of parasite multiplication values, whose
majonty ranged from 50 to 80 Inaddition they were not cytotoxic, Thus, they may be object of further

research for new antimalarial agents.

& 2011 Elsevier Masson SAS. All nghts reserved.

1. Introduction

Human malaria is caused by mainly four species of the genus
Pasmodium. Plasmodium falciparum, which is responsible for over
90% of global malaria [1] and is the most virulent species, causes
severe malaria and very high rates of morbidity and mortality [2].
Besides, it has become increasingly resistant to known chemo-
therapeutic agents |3]. Malaria consists in one of the world's
biggest public health problems and represents one of the major
infectious diseases that afflicts human kind nowadays [4.5] in
more than 109 countries in Africa, Asia and Latin America [6],
causing over 500 million clinical cases and one to three million
deaths per year [4,7].

For many years, malaria treatment has relied on a narrow
variety of drugs. Moreover, resistance to both chloroguine and
alternative drugs has been reported [8.9]. In this scenery,
chemotherapy has been the mainstay of malaria control [1] and
combinations have been used to improve efficacy and delay onset
of resistance | 10], but they present lower abundance and high cost
[3] Therefore, there is a compelling and urgent need for research

* Corresponding author. Tel: +55 32 2102 3219; fax: +55 32 2102 3216.
E-mail addresses: nicollisouza@yshoocomubr (MB. de Souzal,
clarice sbramo@ufledubr (T Abramo).

0753-3322% - see front matter £ 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved,
doi: 10,1016/ biopha 2011.03.003

and development of new antimalarial agents, preferentially with
novel mechanism of action | 11,12]. Most of the current efforts have
relied on de novo drug design and chemical modification of existing
antimalarials [13}

“Quinoline-containing compounds” are classical antimalarials
and have long been used to combat malaria, representing a major
partof the armory against it 14,15]. They compose a very versatile
group of compounds considering effectiveness against malaria and
its synthesis is easy and cheap. They are well tolerated, presenting
low levels of cytotoxicity [ 16]. Their action is based on interfering
with the heme detoxification process of the parasite [17].
Furthermore, one group that has attracted interest is the 4-
aminoquinoline derivates. They exert potent activity against
chloroquine-resistant P. falciparum strains by bearing different
basic moieties. Therefore, efforts must be urgently held to develop
aminoguinoline analogues, since drug development has provided
modifications of existing agents [18,19]. Changes in the structure
can lead to new compounds and this hampers the onset of parasite
resistance, considering the matters mentioned before.

The current goal is to synthesize a new series of 4-amino-7-
chloroquinoline derivatives (Scheme 1) using 4,7-dichloroguino-
line linked together with a series of diaminealkyne and diamine-
dialkyne. These fragments are considered able to interact with
membrane lipids, also to be transported into the cytoplasm and
possibly, to interfere with the lipid or polyamine transport or
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A series of d-amino-7-chloroguinoline derivatives were synthesized by the reaction of 4,7-dichloro-
quinoline with the corresponding diamine and then with propargyl bromide. In addition, platinum(ll)

complexes were obtained by reacting some of the organic derivatives with E;PrCl,. Several of the
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Leishrrania

Mycobacterium tuberculosis

synthesized compounds displayed antituberculosis activities. Compound 3 was 47.5 times more active
than amphotericin B against Leishmania chagasi (1Csg = 0.04 pg(mL). Compounds 5,6, 7,9, 10, 11 and 13
presented promising results against Mycobacterium tuberculoss, with MIC values ranging from 12.5 to
15.6 pg/mL, comparable to the “fist and second line” drugs used to treat tuberculosis.

@ 2011 Elsevier Masson 5AS, All nights reserved.

1. Introduction

Classical and neglected tropical diseases {(NTDs) remain a major
public health and socioeconomic problem in most of the
developing countries. Tuberculosis (TB), an infectious disease
caused by Mycobacterium tuberculosis, is an important problem
worldwide: it is estimated that about one-third of the world
population is currently infected and about 2 million people die
each year [1,2]. T8, malaria and HIV/AIDs are also called the "big
three" killer diseases. In a recent WHO report, the global burden
was 13.7 million prevalent cases and an additional 9.3 million
added every year [2]. Among the incident cases of TB, 14.8% were
HIV-positive [3]. Current therapies for TB are unsatisfactory and an
important problem is the development of multi-drug resistant
tuberculosis {MDR-TB), caused by M. tuberculosis resistant to both
rifampicin and isoniazid; extensively drug-resistant TB {(XDR-TB),
resistant to rifampicin, isoniazid, fluorogquinolones and either
aminoglycosides or capreomycin or both [1,2,4,5]. It is currently
estimated that there are more than 400,000 cases of MDR-TE and
XDR-TB worldwide [4]. The high impact of MDR and recently XDR
in TB treatment enhances the need to find new and more effective
antimycobacterial drugs.

* Corresponding author, Tel: 455 32 32 29 33 10; fax: #5532 32 29 33 14,
E-mail address: david siva@ufledibr (A.D. Da Silva),
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doi: 10,1016/ j.hiopha.2011.01.003

Leishmaniasis is considered as one of the NTDs that affect
more than one billion people worldwide who live in extreme
poverty [6,7]. NTDs are a heterogeneous group of 13 major
disabling conditions. Seven of them are caused by worms, three
are bacterial and the other three are caused by pathogenic
trypanosomatids, including leishmaniasis [6,7]. Currently, leish-
maniasis is endemic in some tropical areas of the world and in
underdeveloped countries, with an estimated 1.5 to 2 million
cases per year in 88 countries [6,7]. It causes an estimated
70,000 deaths annually, a rate surpassed among parasitic
diseases only by malaria [8,9]. Depending on several factors,
which include the species of Leishmania and the host immune
response, clinical manifestations can be in three major forms in
humans; cutaneous, mucocutaneous and visceral (Kala-azar),
which are fatal if untreated [9,10]. Chemotherapy against all the
clinical forms of leishmaniasis has been based on the pentava-
lent antimonials such as sodium stibogluconate (Fentostam™)
and meglumine antimoniate (Glucantime®) [8-11], These drugs
induce toxic side effects and are administered by parenteral
route and the treatment is time consuming The resistance to
such drugs is increasing, particularly in India [10]. The second-
line compounds used in unresponsive cases include pentami-
dine and amphotericin B, but these drugs are very toxic [8-11].
Recently, miltefosine, originally developed as an anticancer
drug, has been introduced as an antileishmanial agent taken by
the oral route [9]. In spite of the efforts to develop new
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ABSTRACT
lonic liquids have been considered green solvemstd their low toxicity and the possibility to
be recycled and reused. Alternative solvents basettiazole structure have been synthesized
and the solubility of these original solvents isedtly related to the increase of dielectric
constant of different organic solvents. Three nosleémically inert 1,2,3-triazolium-based,
([HyPropmTr][l]) 10, ([HyCarbmTr][l]) 11 and ([HyHypropmTtr][l]) 12 lonic liquids were
prepared. The sugarcane bagasse was pretreatedLwittnd the effect of pretreatment on
lignocellulosic biomass was analyzed by scanningctedn microscopy, showing that the
pretreatment promoted structural changes in ther fibcreasing the surface exposure of the
bagasse samples. In addition, thevitro cytotoxicity of 1,2,3-triazolium-based lonic ligls
towards the macrophages was analyzed. lonic liglddsnd12 exhibited low toxic effects on
mammalian cells and this result can be used tagiredman toxicity.

Keywords: sugarcane bagasse; ionic liquids; click reactioatrpatment; enzymatic hydrolysis
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