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Resumo Geral

A dissertacdo de mestrado intitulada Sintese e Avaliagido Biolégica de
Derivados Ciclicos de Tiopurina e de Derivados de Quinolinas
Conjugados com Acido Célico via “Click Chemistry” esta apresentada em
dois capitulos que descrevem a sintese de compostos com potencial atividade
antiparasitaria.

O primeiro capitulo mostra a sintese de derivados de 6-mercaptopurina
(Figura abaixo) visando principalmente a formacdo de novos derivados
triciclicos de 6-mercaptopurina (6-MP) obtidos por N-7 alquilacao

intramolecular, bem como a obtencdo de S-analogos de 6-MP.
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4a X=F :

4b X=Cl

4c X=Br

O segundo capitulo mostra a sintese de derivados de 4-aminoquinolinas
com alcino terminal, bem como a obtencao do conjugado quinolina/acido colico

(Figura abaixo), usando “click Chemistry”.
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HN™ > (CHy) 7 NH2 HN HN" >N (CH)
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1n=1 5 6 n=1
2n=2 ’ TIn=2
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Pretende-se também mostrar neste trabalho os resultados das

avaliagbes bioloégicas dos compostos sintetizados em parasitos (malaria e

leishmaniose).

Palavras chave: Sintese, 6-mercaptopurina, aminoquinolinas, malaria,
leishmaniose. :
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Abstract

This diséertation entitled Synthesis ahd Biological Evaluation of
Cyclical Derivatives of Thiopurine and Quinolines Derivatives Conjugated
with Cholic Acid via “Click Chemlstry” was d|v1ded in two chapters that
describe the synthesis of compounds with potentlal anti-parasitic activity.

The flrst‘chapter describes the synthesis of 6-mercaptopurine (6-MP)
derivatives (Figure below) with the objeCtive obtaining new ftricyclic rings via

intramolecular N-7 alkylation, as well as obtaining similar the analogs of 6-MP.
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‘ The second chapter describes the synthesis of 4-aminoquinolines
derivatives with a terminal alkyne, as well as cholic acid used to obtain
derivatives funcionalized with an azide group in the 3 position. These

precursors were quinoline/cholic acid conjugates using click chemistry (Figure

below).

iii



HN™ > (CH) N2 HN HN" > (CHY)
P v
cl N cl N" cl N"
1n=1 5 6 n=1
c2n=2 . S In=2
3 n=3 : . 8 n=5
4n=5

This work also shows the results of of selected evaluations compounds

biologidal Plasmodium and Leishmania. :

Key. words: = synthesis, 6-mercaptopurine, aminoquinolines,” malaria,
leishmaniases. : o
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Resumo do Capitulo 1

O capitulo 1 descreve a sintese de derivados triciclicos de 6-
mercaptopurina obtidos por N-7 alquilagdo intramolecular e a sintese do 6-
carboximetiltiopurina (6-CMMP) e do 6-(3'-cloropropiltio)purina visando a
obtencdo de novas moléculas para' estudo bioldégico em crescimento de
parasitoses como a leishmaniose.

A sintese do derivado triciclico de seis membros 1 deu-se através da
reacdo entre sal sodico de 6-MP e 1,2-dicloetano. Para a obtencdo dos
.derivados triciclicos de 6-MP de sete membros foi usado a reacdo de N-7
alquilagdo sobre o brago lateral da porgcao cloro alquila do 6-(3-
cloropropiltio)purina (3), previamente obtido mediante reacdo entre sal sodico
de 6-MP e 1-bromo-3-cloropropano, para a formagéo dos compostos 2 e 4a-c.

A obtencao do 6-carboximetiltiopurina (6-CMMP, composto 5) foi possivel
- através da reacao de alquilacdo entre 6-MP e acido cloroacético.

Os compostos sintetizados foram avaliados biologicamente para

verificagao de suas propriedades terapéuticas.
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1.1. Introdugéo

A leishmaniose é uma ddenga infecciosa zoonética que afeta homens e
animais. Em 1571, Pedro Pizarro relatou 'qUe’o's p‘dvos'situadbs nos vales
guentes do Peru eram dizimadbs’ por uma doengﬁa’que desfigurava o nariz, a
“qual foi posteriorménte,caracteﬁzada como leishmaniose. A impoﬁéncia desta
doenga era tamanha, que as deformagoes provocadas chegaram a ser

' registradas em pecas ceramicas por artistas da’a‘ép}dcz;-ﬂ'2 (Figura 1)

Figura 1. Foto de uma pégi_a.équedlégica equ'atoriana‘ pertencente ao museu

de Rietberg em Zurich. Pode ser Cbmparada com a lesdo nasal de uma crianga.

As Ieis'hmanios'es séto infeccoes causadas por va'lltipla‘s' eSpécies de
protozoérios do género Leishmania que, de abordo com a espécie podem
produzir'mahifestagées cutaneas, m‘UC:ocu‘téneas e vik‘s'f;erais.&4 ‘,

A forma cutanea é a forma mais comum e se apresenta com lesées
nodulares nao-ulcerativas encontradas principalmente na face, bracos e

pernas. As lesbes podem resultar em - deficiéncia fisica e cicatrizes

permanentes (Figura 2).>®
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Figura 2. Foto de criancas com leishmaniose cutnea.

A forma mucocutanea ocorre frequentemente como uma doenca
metastatica em meses ou anos e resulta em cicatrizes desfigurantes na face,

afetando as membranas mucosas do nariz, boca e garganta'™ (Figura 3).

Figuré 3. Foto com portador de leishmaniose mucocuténea.

A leishmaniose visceral, também cbnhecida como “Febre Negra” ou
Kala-Azar € a forma mais grave e pode ser fatal se nado tratada. Ocorre
predominéntemente. ém criangas e também como infecg@o oportunista em
pacientes imuﬁodeprimidos como aque‘les infectados por HIV.2° As leishmanias
' _danificam 0s 0rgaos ficos em macréfagos como baco, figado e medula 6ssea.
OS sinais clinicos sao ihes‘p'ecificvos e incluem anorexia, febre, emagrecimento,
hepatqéspléndmegalia, épistaxe, diarréia e tosse. Os achados clinicos inc::luem’
anemia,- hipérglobulinemia, hipoal‘buminemia, leucopenia e tromboditopehia. '

(Figura 4)."%°
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 Figura 4. Foto de crianga de quatro anos com leishmaniose visceral.
Transmissao

A principal forma de transmissdo da doencga para os hospedeiros
vertebrados é feita por meio da lnoculagao das formas promastigotas
| lnfectantes durante a plcada do inseto vetor popularmente ConheCldo como
mosquito palha birigui ou tatuqun"a ConS|stem de varias especnes do genero’_
Lutzomya (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo), que sdo pequenos‘
mosquitos, com 1 a 3 mm de comprimento (Figura 5). Somente as fémeas séo'
hematofagas1 1% (0s machos se allmentam de néctar das plantas). Entretanto
o,utras.'possibllldades de transmiss&@o ja foram descritas tais como a via

cutanea, placentaria, venérea e a transfusao de sangue'"'2.

Figdra 5. Foto do mosquito palha, vetor transmissor da leishmaniose.
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As fémeas dos mosquitos ao picar 0 anlmal portador da doenga asplram

~ macrofagos parasitados ou amastlgotas llvres no sangue ou tecndos e podem
assim, transmitir a doenga ao hom‘em. Os mamiferos portadores de
~leishmaniose sdo geralmente preguica, tamandua, roedores, raposa, caes e
outros. Apds a inoculagdo nos hospedeiros rhamiferos', as promastigotas -
infectantes ligam-se aos macréfagos por meio de diversos receptores celulares,
Sendo subseqiientemente fagocitadas e se localizam em um vacuolo que se
funde com. lisossomas, denominado vacuolo paraSItoforo Os parasntos
~sobrevivem a fagocitose e sofrem diversas transformagoes metabollcas sendo
convertidos em formas amastigotas, que se multiplicam e rompem as células
. hospedeiras para entao infectarem outras células mononucleares e deste modo

ocorre o ciclo de transmissao da leishmaniose (Figura 6)."1°

: .,'ﬂeiaﬁﬂ}ﬁmaz3;

Figura 6. Ciclo de transmisséo da leishmaniose. -

ReSuItado da infecgéo

O resultado de uma infecgéo com lelshmamas pode tomar dois cursos:
Na maioria dos casos o sistema lmunologlco reage eﬁcazmente pela produg;ao

de uma resposta citotdxica que destréi os macréfagos portadores de
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leishmanias. Nestes casos a infecgdo e controlada e os sinfomas s&o leves ou
‘inexistentes. No entanto, se o sistema imunolégico escolher antes uma
resposta com produc;éo de anticorpos, nao havera eficacia na destruicdo das
leishmanias qUe se escondem no interior dos macréfagos, fora do alcance dos
: ‘anticorpos. Nestes casos a infecgao progride para a leishmaniose visceral, que
é letal em muitos caéos, ou no. caso das. ésp‘écies menos -virulentas para
manifestacbes mucocutaneas mais agressivas e cronicas.™ »
Naturalmente que um individuo imunodeprfmido nao reage com resposta
- imunitaria vxgorosa e estes, especnalmente 0S SOr0 positivos, desenvolvem
progressdes muito mais perigosas e rapidas com qualquer dos patogenos 68
Em Portugal, Espanha, ltalia e Franca este grupo tem formado ultimamente
‘uma grande porcentagem dos doentes com formas graves de leishmaniose.??
A Leishmania se desenvolve no tubo intestinal do hospedeiro
- . invertebrado, na forma proma‘stigota e essa" uma vez introduzida nos
mamlferos atraves da plcada transforma -se na forma amastlgota devido a

varios processos metabohcos (Figuras 7 e 8)

Figura 7. Forma promastigota. .‘ Figura 8. Forma amastigota. |

Areas Endémicas

A Iéishmanibse' prevalece nos quatro continentés,vprincipalmente em
algumas areas tropicais e subtrbpicais do mundo se estendendo desde a
| ~América Central e do Sul ate 0s pa:ses medlterraneos Afnca Asia central,
~Indla e China. De acordo com a OMS a prevalenc:a mundlal das leishmanioses

‘e cerca de 14 milhdes de p‘essoas infectadas, e a incidéncia anual & estimada
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éntre 1,5a2 milh‘c”)es de novos casos em 88 paises.1~6 Esta doenca com lesbes
desfigLirantes, e és vezes fatal, levou a OMS a inclui-la entre as seis doencas
mais importantes do mundo e segunda doenca de importancia publica.>® No
Brasil estado presentes na ‘regido norte, - nordeste e ‘sud‘este, e vem

apresentando franca expansao pelo pais.!??

Tratarﬁento

'Nao ha vacina contra as lveishrhanioses, assim como ainda nao ha para
-quais‘quer doencgas "parasitérias' humanas. Portanto, o controle baseia-sé
principalmente no combate aos insetos vetores e aos reservatorios, medida
dispendiosa e nem sempre praticada em paises subdesenvolvidos. 1.5
_ Em média, existemn aproxmadamente 25 Compostos usados em clinica
médica com acao antllelshmamal mas poucos sdo classificados como
| 'farmacos que podem ser utlllzados pelo homem:. °

O tratamento de primeira escolha envolve o uso de an’umomals
pentavalentes como glucantlme (Flgura 9), que administrados ~por via

parenteral apresentam elevada toxu:ldade e sao lneflcazes em muntos

casos.

.
(HO),Sb,0

OH OH

- Figura 9. Estrutura quimica do glucantime (fratamento de primeira escolha).

Tem-se como drogas de segunda escolha a anfotencma Bea lsomaZIda
| pentamldma as quats apresentam desvantagens s:mllares Outras drogas tém
”SIdo desenvolvrdas incluindo vanas formulagoes llpldlcas e coloudals e
recentemente a droga oral mlltefosma (Figura 10). No entanto apesar de ser'
mais efICIente e apresentar menos efeltos colaterals tal medlcamento &

| meﬁcaz para alguns tlpos da doenga 13,14 .
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OCH,(CH,);CH,0

Isotionato de Pentamidina

AnfotericinaB mli

O
I

CH3(CH2)14CH20'>OtCH2)zN+(CH3)3

OH

Miltefosina

Figura 10. Estrutura quimica das drogas de segunda escolha e primeira drogé oral

" miltefosina.

mu1tas mfecgoes virais e mostram ser uma otlma alternatlva ao combate de
“doencas parasntanas o alopunnol (Figura 1 1) um analogo da base
purinica usado por décadas para o tratamento de varias manifestacdes de
le:shmamose sendo vantajoso especialmente por sua admlnlstragao oral e
baixa tOXICIdade porém eXIstem mu:tas controversras quanto a agao desta
droga no controle da mfecgao e, alem disso, é meﬂcaz em alguns ’upos da

doenca.>® "
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- Figura 11. Estrutura quimica do alopurinol.

Desta forma, faz-se necessario o desenvolvimento de farmacos mais
efiéazes’ para o tratamento da doenca, pois todas as drogas existentes
”apresentam algum tipo de limitagéo', taisi como resisténcia do parasito,
toxicidade e alto custo.®'? No entanto, a indastria pouco tem contribuido no

- desenvolvimento de novos medicamentos antileishmaniose.
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1.2. Justificativas

E bem conhecida a acédo da 6-mercaptopurina (6-MP) bomo agente
anticancerigeno. Sua acdo através da inibicdo da sintese de acidos nucléicos
justifica sua propriedade anticancerigena, sua atividade imunossupressora,
antiparasitaria e antiinflamatoria.'>®1

A inibigdo de parasitas através da sintese de derivados de purinas, como
os analogos de 6-MP, tem se mostrado uma estratégia terapéutica racional

6,17,18 (Figura 12), o que

motiva o desenvolvimento deste projeto de pesquisa. Desta forma, justifica-se

para o tratamento e prevencao de doencgas parasitarias

a obtencdo de novos derivados ftriciclicos de 6-MP, além do 6-
carboximetiltiopurina e do 6-(3’-cloropropiltio)purina (Figura 14) para estudos de
seus mecanismos celulares pois estes ultimos sdo promissores derivados de 6-

MP com atividade em Leishmania.

X

I
Z

\_ o k]
{1
H N N N
HO OH
N S/\/\S/\/NHZ
N x N x
/ N / N

Figura 12. Exemplos de moléculas derivadas de 6-mercaptopurina, com atividade

antiparasitaria.®"®
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1.3. Objetivos

Objetivou-se sintetizar novos derivados da 6-MP, potenciais farmacos
para o tratamento da leishmaniose, usando-se a 6-MP como material de partida

(Figura 13).

Figura 13. Estrutura da 6-MP.

Planejou-se, portanto, a bbtengéo de derivados triciclicos de 6-MP
através de substituicdo nucleofilica intramolecular de purinas- na posicéo 7
(Figura 14) e propds-se tambem sintetizar o 6-carboximetiltiopurina, composto

_5_,_(Figufa 15) a partir da reagdo da 6-MP com acido cloroacético, pois esta
6,18

molécula vem apresentando importantes resultados biolégicos.

. r\s : | Fs | (js
Va Ny Y x , N X .
<\N l /l _ <\ , ) . HX .<\N. I N/I %Eg

N N N

Figura 14. Compostos triciclicos derivados de 6-MP propostos.

11
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Figura 15. Estrutura do 6-CMMP (composto 5).

Objetivou-se também realizar a avaliagdo dos produtos sintetizados em
crescimento de leishmania in vitro, bem como a investigacdo dos mecanismos

celulares de inibicgo.5%8

12
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Capitulo 1
1.4. Resultados e Discussédes
1.4.1. Sintese, caracterizagdo e aValiagéo biolégica de novos

de’i'ivados triciclicos de 6-mercaptopurma obﬁdos por

alquilagdo de N-7 mtramolecular :

Os compostos triciclicos de 6 e 7 membros denvados de 6-MP obtidos

», medlante substltwgao nucleoﬂhca mtramolecular foram smtehzados (Figura 10)

e estdo descntos a seguir.

. Cl/\/\s
Br/\/\c:t / Xy
EtOH 0O°C,
24h . =
N N
CICH,CH,CI : DMF, 80°C
g ' CICH,CH,CH,Br ’
EtOH, 80°C, 72h i DMF. t.a, _ NaX

Figura 10. Escjuema de sinfese dos dérivados triciclicos de 6—MP.

Sint‘ese,'. e caracterizagdo do '7,8-diidro-(1,4)Tiazino(3,2,4-
'.‘h)purinai | | | |
-Apés a preparagao do sal SOdICO de 6-MP pela reagao entre 6-

' :mercaptopunna e NaH em EtOH man’uda em agitacao constante a temperatura

amblente por  1h, transfenu se a mlstura para um balao contendo 1,2-

13
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1 diclbroetano em EtOH. A mistura reagente foi deixada em agitacdo constante a
‘80 °C por 72 horas. Apos evaporacgdo do solvente no rotaevaporador fez—se a
‘punﬁcagao através de coluna cromatograﬁca de smca (CCS) usando como
eluente uma mistura gradlente de MeOH/CHzClz resultando na obtengao de um
solido branco que foi caracterizado como o tnmclo 1 com rendlmento de 70%.
O composto 1 foi caracterizado por meio de ponto de fusdo e através das

técnicas espectroscopicas de IV, RMN de 'H e de '°C e de massas.
SH . » o ' SNat . (\s
. " R . N . . )
DN N, EOH </ XN cicncn,cl <
. [ /
1h ) . EtOH, 80°C. 72h
o A "

N R
Figura 17. ESquema de reagédo para obtengao do composto 1.

,’</N ‘»

Iz

No espectro de ,infraverm'ellho (FigUré 1‘8)' QbservOU—se a presenca das
bandas em 3083 cm-" (eStira’mfe‘nto C-H aromatico), 2980 cm-" (estiramento C-
H 'alifético) e 1609 cm-* (estiramento C=C e C-N).

40 H.

Tran smitén“cia (%)

© 10 4

] l LIS l X l T ' L] l - L] ' ¥ l
4000 3500 3000 2500 . 2000 1500 1000 500
nimero de onda {cm-"7)

~ Figura 18. Espectro de IV do composto 1.
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No éépectrb de RMN de "H (Figura 19) notou-se a presenca de dois
simpletos em & 8,86 e 8,38 ppm atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-8 da base
purinica, respectivamente. Em _6 5,07 e 3,90 pvpm foram observados dois

tripletos que podem ser atribufdos aos metilenos H-2" e H-1, respectivaAmente.

h}

A
%
302
i)
57

1 40
i L
385

-
T

w20 300
cx gl 1
e,

150
i

100
TR INEE SN

0

P NI I
| S
O —

iD=
e
1997

250 Mg B Sy S e S T T L e e e e e L r
pim 4 . 8 T .8 . LB 4 3 2

Figura 19. Espectro de RMN dé 'H do Compostov 1(CDsOD, 300MHz)
Atraves do espectro de RMN de 3C (Flgura 20) observou-se a presenca
_ dos sinais referentes aos Carbonos do anel purlnlco bem como 0s dOIS sinais

relacionados aos dois - grupos metllenlcos C-2e C-1" em & 57,2 e 31,9 ppm,

respectlvamente

15
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Figura 20. Es,beci‘ro de RMN de "*C do composto 1 ( CDgOD, 75MHz)

Pelo espectro HMBC (Figura 21) pode-se observar as correlagéés entre |

H-8 com C-2'.

L i

2 20406380100
INEEN!

= -

o H2/C8

[ ' : : &,

£ . . 4
& -~ T T e et T T ey v T e
. “eehn 8 8 7 . ) 5 . a 3 2 1 %

Figura 21. Mapé "de contornos HMBC do composto 1

A detemﬁ}ih,agéo‘de' espectrométrié de massas HIV'I‘RS}‘mos'trou picos em
[M + HJ* igual a 179,0379 m/z (calculado 179,0313 m/z) e [M+ Na[* 201',0209’

16
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m/z (calculado 201 0210 m/z) (Figura 22) confirmando a massa molar do

composto 1.
’ ‘ , . ' ”f\u 3,TOF MS E5+
: L e < ‘ ) 53
Ly . o h ’ \N N/
%]
03 L
24 o ‘ ) . 20605
Y I TR S S L A AL L LULAE AN RS LAY SRR SRR R RN
To 15?5.0 Y ' »193‘0 ! ~205.o ' zq‘a;o .o 256 200 250 2300
 Winimim: 80.00 o IR ‘
Pegina 100.00 .6 1.0 - s0.0 - v
Wess R Cale, Hass ~ mba P4 DBE . Seore  Formula
201.0708 160.60 2010211, 02 <08 65 i o o e ¥ Bl s

Figura 22. Espectro de massas HMRS do composto 1.

Sintese e caracterlzag.ao do 89-d||dro (1 4)Tlazep|no (3,2,4-

: h)purlna 2

Uma solugéo de: sal sédicb de S-mercaptopUrina' prépérada como
| descrito. anteriormente, fOl transfenda para um baldo volumétrico contendo uma
solucdo de 1- bromo 3- cloropropano em DNIF A mlstura reagente fou deixada
- em agltagao constante por 48 horas a tempe‘ratura ambiente, em segwda o]
- solvente foi eliminado sob pressao reduzida e o solido obtido foi purificado
através de.AC»CS USandQ_ uma mistufa de MeOH/CHzClg em escala gradiente

para fornecer o Composto 2 (69% de rendiménto);

. 1
z s
o
' CICH,CH,CH,Br , 75 SOSN
- DMF, 48h,ta - : . {9 l4 j
.‘ 2 s ‘ ) . . » N 3&/
69%, - S ) " . 2

. Figura 23. Esquema de reagéo p’a‘ra‘obfehgéo do cbmposto 2.

17




Capitulo 1 : ] ' ‘ __Resultados e Discussées

0 composto 2 foi caractenzado por meio de ponto de fusdo e analise
de seus espectros de IV, RMN de 'H e de 13C e massas.
No espectro de mfravermelho (Figura 24) observou -se a presenca das -
- bandas em 3083 cm” (estlramento C-H aromatlco) 2995 cm’ (estlramento C-H
' ahfatlco) e 1606 cm'1 (estlramento C= C e C N)

Transmitancia (%)

10 —— e e ———
4000 3500° - 3000 2500 . 2000 1500 1000 500
"Nimero de Onda (cm™) '

Figura 24. Espectro de |V do composto 2.

No especfro de RMN de 1H (Figura 25) observou-se a presenca de dois
| s:mpletos em & 8, 29 e 8,11 ppm que podem ser atnbwdos aos hldrogenlos H-2
e H-8 da. base punnlca respectlvamente Em 6 4, 35 3,28 sao observados
tnpletos que ‘p‘odem ser atribuidos aos grupos» me‘ulemcos H-3" e H-1,
respectivamente, tem-se também em & 2,40 ppm a presenca do multipleto que.

pode ser atribuido ao grupo metilénico da pOé.igéo, H-2".

18
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Flgura 25. Espectro de RMN de 'H do composto 2 (DZO 300MHz)

Através do espectro de RMN de BC (Flgura 26) observou-se a presenga
- de cinco sinais em 0 157,7; 154 3; 147 4; e 144,0 e 128 7 ppm referentes aos
carbonos C-2, C 4, C- S, C- 8 e C-6 da 6- mercaptopunna verificou-se também a
| presenga dos tres smals em d 48 9; 24,4 e 19,5 ppm referentes aos . grupos

me‘ulenos C-3,C-1" e C-2, respectlvamente

e @RS :
88K 88§ 8 = g8
BRHA smaes ~ S ﬁq
BRx Es% 8 § z s

[L'J[-». | l , l
T T ¥ T ¥ T l’ T T ¥ T AN ¥ ¥ - ¥ T : T T Y T
190 180 70 . 180 150 120 130 20 - 110 100 90 | 30 70 60 S0, 40 30 20 .10 [

Figura 26 Espectro de RMN de *C do compo;étb 2 :(DgO, 75MHz)
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| O_éSpectro de ma‘ssas (ES) apfes}entou}picos em [M + HJ igual a 193
m/z e [M + NaJ' 'igual a 215 m/z (Figura 27) qué estdo de acordo com os

valores teéricos, o que confirma a massa molar do composto 2. -

215.1

407.2

216.1

i . . . .
100 260 . 300 400, 500 600 700 800, 900 1000 1100 | 1200 1300 1400, me

. Figura 27. Espectro de maSsas (ES) do compostd 2

Sintese e caracterizagéo do 6-(3’-clordprdpiltio)pu:rvina _3_'

O 1-bromo- 3 cloropropano fOl ad:c;onado a solugao de sal sédico de 6-
MP (prewamente preparada) em EtOH a 0°C. A mistura reagente foi deixada
sob agltagao constante por 30 minutos a 0°C e a temperatura ambiente por 36
horas adicionais. O solvente foi ehmlnado em rotaevaporador e o residuo
formado punflcado em CCS (Hexano/AcOEt 6:4), obtendo-se 68% de

rendimento do composto desejado 3 em forma de‘é!éo (Figura 28).

- CICH;CH,CH,Br -
2 2 2 o

- EtOH, 36h, 0°C
68% -

Figura 28. Esquehva de reagédo para obtengdo do composto 3. -
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A caracteriZagéo do comp'osto 3 foi ‘realizada'étra\'/és de pohtb de fuséo

- e analise de seus espectros de IV RMN de "H, RMN de "*C e HMRS e estao -

de acordo com a literatura.? '

'No espectro de infravermelho (Figura. 29) observou-se a presencga das

bandas em 3472 cm™ (estiramento N-H aromético),‘3'080 cm’™ (estiramento. C-H

aromatico), 2975 cm™ »(estirame‘nto‘ C-H alifatico), 1606 cm™ (estiramento C=C
e C-N).

40

Transmitancia %

¥ ¥ ¥ T H 1 4 T ' 1 ¥ 1 ¥ T
4000 3500 3000 2500 2000 © 1500 1000 500
niumero de onda(cm .

Flgura 29, Espectro de IV do composto 3 3

“No espectrb de RMN de ‘1H-’(Fig’ura 30-)‘.observou se a presénga de dois
snmpletos em 0 8,68 e 8 43 ppm que podem ser atribuidos. aos protons H-2 e H- -
8 da base punmca respectlvamente Em 6 3,74, 3,44 e 2, 15 ppm sé&o
observados os sinais que podem ser atribuidos aos dois hldrogemos de H-3,

H-1" e H-2’, respectlvamente

21




Capitulo 1 » Resultados e Discussoes -

. YRR e T A Y
TYs O O v T3 B Ev O Ev . ot R o

— 86830
- 84280
78
776
7657
7557
7440
466
4429
4196
3629
089
3
2177
961
722
500
277

. N :
/7 ISG\,N
8
. 43 2

IZ e

- : - H3 HD H-2’

oAl A
Elg g

T T T T g T T T
£.0 35 30 . 25 20 LI 1.0 0.5

Intsgral

T A

© 1.0002 =
D=
Addic i

s 80 75 70 65 60 55 50 45
. pm

Figura 30. Espectro de RMN de 'H do composto 3 (D,O, 300MHz)

Atraves do espectro de RMN de 13C (Flgura 31) observou-se a presenca
dos sinais em 0 161 e 144 ppm referentes aos carbonos da 6- mercaptopunna
(C-2 e C- 8 ) bem como os trés sinais relacionados aos grupos metila em & 50,

26 e 20 ppm que correspondem aos . carbonos CS’ C-1 e C-2,
respectivamente.
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_ Figufa 31. Espectrb de RMN de ™C do cbmposfo 3 (D0, 75MHz)

O espectro de massas (ES) apresentdu pico em [M + HJ" igual a 229,0
m/z (Figura 32) que esta de acordo com o valor calculado, confirmando desta

- forma a massa molar do composto 3.
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d.

183.0 .

1831

i

;s

228.0

. 231.0

R R R LR

HEY

s

iy
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o

Fig‘ura 32 Especfro de massa (ES) do ‘compdsto 3.

."Smtese e caracterlzagao dos Hldro haletos 78—dudro-‘

(1 4)T|azep|no (3,2,4- hl)purma da-c

' Os compostos 4a 4b e ‘4c foram obtldos por tratamento do composto 3
~ com fluoreto de sadio, cloreto de sodio e brometo de sodio, respectivamente,
‘ em DMF, sob agltagao constante por 72 horas a 80 °C. Apos o solvente ser

B eliminado prossegum se com punflcagao por CCS usando uma mistura em
‘escala’ gradlente de MeOH/CH,Cl, obtendo-se desta forma os compostos 4a,
4b e __4_g com rendimentos de 86%, 90%' e 84%, respectivamente (Flguras 33,

41e 45). _ _
~Os compostos foram caractenzados por meio de ponto de fusdo e

~ através das técnicas espectroscopmas de IV, RMN de 'H, RMN de °C e

massas. -
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Caracterizagdo do Hidrofluoreto 7,8-diidro'—(v1,4)Tiazepind (3,2,4-

hi)purina 4a: | o B
S/’\/\Cl, | B (\S
o " NaF, DMF : |
</ )  72h, 80°C ﬁ L <\ )

86%
Flgura 33. Esquéma de reagéo‘pavra obtengdo do composto 4a.

No espectro de lnfravermelho (Figura -34) observou se a presenca das
‘ bandas em 3497 cm™ 3415 cm® correspondente}ao‘ es’ur_amento N-H de amina
| aromética que pode ter ocdrﬁdo por ligagdo de hidrogénio, 3080 cm”
(estiramento C-H aromatico), 2931 cm’ ' (estiramento C-H alifatico) e 1605 cr‘n~1

V_(estlramento C CeC- N)

40 -
35-“
30_;
25—"

20 -

15 ~

Transmitancia (%)

10 -

5

0 - L) l - L] : l .l I : L) . ' l L] ' L]
4000 3500 3000 - 2500 2000 1506 1000 500 .0
- numero de onda (cm-") |
Figura 34. Espectro de IV do cbmposto 4a.

25




Capftulo 1 ' ' “ Resultados e Discussoes

No eSpectro de ‘RMN de 'H (Figura ‘35) observod—ée a presehga de dois
- simpletos em 0 8;29 e 8,11 ppm que poderh ser atribuidos aos protons H-2 e H-
8 da base pUrinica, respeCti\)amente. Em.d '4,50‘e 3,37 ppm foram observados
dois tripletos referéntes aos dois hidrogénios‘dos' grupos métiléniCos de H-3' e
~ H-1’, respectivamente, e em 8 2,45 ppm observou-se ufn multipleto que pode

se atribuido aos dois‘hidmgénios de H-2'.

Rg

(451

e
Y
q/,é V

S5
s

N, 5

7

I

Y.
N

A

 E | R
el o EI

LN [N J St s S W s M S e e B s St S e T

LS T S St S et s S it St s

ko]
°
3
-
@
~

Figura 35. Espéctro de RMN de H do composto 4a (Dzd, 300MHz)

No mapa de cohtornos COSY (Figufa 36), que & uma técnica de RMN de
correlagdo em 2D, é possivel verificar as correlagbes entre os hidrogénios
metilénicos H-3’, em & 4,35 ppm e H-2’, em & 2,4'8 pprﬁ, além da Correlagéo

| entre os hidrogénios metilénicos de H-2' com H-1", em & 3,29 ppm.

26
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. B L (ppm)
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Figufa 36.“ Mapa de contornos COSY referente ao composto 4a.

_ Através do eépectrb de RMN de ™C (Figura 3}7)' observou-se a
pres'eh‘ga' dbs’ sinais em 0 158,3';' 153,8; 153,6; 150,5 e 129,5 ppm referentes
- aos carbonos da porgdo 6-MP, C—Gl, C}4, C—Z, C-8 e C~5,_respectivamente,
bem como ‘o‘s frés s.inais'yrelacionédds aos gfupos’ metilénicos C-3’, C-1" e C-2’

em o 50,7; 26,1e 20,7 pp'm‘,‘ respectiVémente.
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Figura 37. Espectr'o de RMN de ™C do composto 4a (DZO, 75MHz)

No espectro DEPT 135°C (Figura, 38),-ldbserv:oLi—se a presenca dos .
sinais refefentes aos carbonos hidrogenados, sendo gue os sinais do carbono
- metilénico C-1', C-3' e C-2' em fase inversa aos carbonos C-2 e C-8 do anel

purinico.
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Figura 38. Espectro DEPT 135°C de *°C do composto 4a
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Pelo es‘pectro 'HMBC '(Figurav 39), que ocorre com detecgéo de
hidrogénib ut_ilizando os acoplamentos de duas ou mais correlagoes, pode-se-
observar principalmente as corrélagﬁes entre H-3'/C-8 e H-3'/C-5 confirmado a

ciclizacdo da molécula.
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. . : e . : . S — R
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Figura 39. Mépa de cdrrélagc“)es HMBC do composto 4a.

~ Através do espectro de RMN de "°F (Figura 40) constatou-se a presenca
de dois sinais em 6-131,3 e em -1 22,4 ppm confirmando a presenga do fltor na

molécula referente ao composto 4a.
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" Figura 40. Espectro de RMN de "F do éompostb 4a
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Caractenzagao do Hldrocloreto 7, 8 dudro (1 4)T|azeplno (3,2,4-
hl)purlna 4b:

NaCl, DMF -
a »"» v N X N
72h, 80°C . : HCI. <\ | /I
. AN P
: 90% N
3 | 4b

Figura 41. Esquema de reagéo pafa obtengdo do composto 4b.

O' cofnposto foi caracterizado por meio de ponto de fusao, IV, RMN de
W{RMNde”C S L

No espectro de mfravermelho (Figura 42) observou se a presenca das
bandas em 3415 cm’ correspondente ao estiramento N-H de amina aromatica
- que pode ter ocorrido por Iigagéo de hidrogénio, 3082 cm™, estiramento C-H
aromatico, 2926 cm™, estiramento C—H alifatico, e 1606 cm’1, estiramento C=C
e C-N.

]

- Transmitéancia %

10 — ] e ——
4000 3500 3000 2500 2000 - 1500 1000 500

Namero de onda (cm™)

o Figura'42. Espectro de |V do composto 4b.
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No espectro de RMN de H v(Figura 43) obsef,vovuése a presengé de dois
- simpletos em & 8,90 e 8,63 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios H-2
e H-8 dé base purinica, respectivamente. Em & 74,68' e 3,52  ppm foram
observados dois trikpletos referentes  aos dois hidrogénios dos grupos
metilénicos em H-3' e H-1’ respectivamenté e em & 2,56 ppm observou-se um_

multipleto que pode ser atribuido aos dois hidrogénios de H-2'.

R KRS D T ) i .
FEE) X FEEEY

- | | o/ H ]

G0, SHC A A M e S S M S e L2t 0 e e A e e e A B B L e e e
pem &5 S 85 3 75 7 85 6 55 5 45 $ 35 3 25 2 15

' Figura'43. Espectro de RMN de "H do composto 4b (DZO, 300MHZ) ‘

Atraves do espectro de RMN de *C (Flgura 44) observou-se a presenca -
dos sinais referentes aos carbonos da porgéo 6 MP, bem como os trés sinais
relacionados aos grupos metilénicos em 0 48,6, 23,8 e 17,7 ppm (C-1, C-3 e

C-2’ respectivamente).
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Figura 44. Espectro de RMN de *C do'cbmposto 4b (D0, 75MHz)

Caracterizagdo do composto Hidrobrdmeto ~ 7,8-diidro-

(1,4)Tiazepino (3,2,4-hi)purina 4c

- O composto foi caracterizado por meio de ponto de fusdo, IV, RMN de

"H, RMN de *C.

NaBr, DMF Y
Yoo HBr. \ l
- 72h, 80°C : Y Z
N
84%
3 4c

Figura 45. Esquema de sintese do composto 4c.

Através do espeCtro ‘ de infi’évermelho (Figura 46) observou-se a
presenca 'das‘ b‘andas'em 3417 cm™ 3415 cm correspondente ao es‘uramento
N-H de amma aromatlca que pode ter ocomdo por ligagao de hldrogemo 3078
cm’ (estlramento C-H aromatico), 2925 cm (es‘uramento C H alifatico) e 1616 -

cm’ (estlramento C=Ce C- N)
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Figura 46. Espectro de IV do composto 4c.

'No espectro de RMN de "H (Figura 47) obseNoU-se a presenca de dois
simpletos em 0 8,98 e 8,70 ppm q’ueyipodem éer atribuidos aos hidrogénios H-2
e H-8 da base purihica, resp_ectiva'me‘hte. ‘Em & 4,76 e 3,60 ppm foram
| observados dois tripletOS v referentes. .acv)s . dois hidrogéniyos dos grupos
metilénicos em H-3' e H-1' respectivamente e em 0 2,64 ppm observa-se um

multipleto que pode se atribuir aos dois hidrogénios de H-2'.
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Figura 47. Espectro de 'RMN,de H do compoéto 4c (DO, 300MHz)
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Através do espectro'de RMN de *=C (Figura 48) observou-se a pre.seng,a‘
dos sinais em 0 146,8 e 145,3 ppm referentes aos carbonos da porcao 6-MP,
C-2.e C-8, respectlvamente bem como os trés s:nals relacionados aos grupos
‘metilénicos C-1, C-3e C2 emd 48,9; 24,0 e 17,8 ppm, respectivamente.

spectiim 1.9 (1 3C) 75HZ
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Flgura 48. Espectro de RMN de »C do composto 4c (DZO 75MHz)

) Ava_liagéo Biolé_gica dos Derivados TriciClicoS de 6-MP

Avaliou-se a toxicidade dos derivados sintetizados de 6-mercaptopurina
em células KB e Vero normal. Todos os compostos testados apresentaram
baixa toxicidade em célulaé KB e Vero quando comparados com a droga de
referéncia Taxotere (Tabela 1). |
| Os compostos também foram testados em’ formas promas’ugota de
‘Leishman/a amazonensrs e L. chagasz para verificar suas atividades |
antile:ishjménia. Dentreﬁ' 0s cOmpo_Stos testados . apenas o composto 4a
apresehtou atividade contra ambas as espécies de Léishhvania com ICso de 28

M, tanto para as formas promastlgota de L. amazonensis quanto para L.

v chagasi ( Tabela 1 )
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Ta"bela 1. Dados de citotoxicidade e atividade antileishmanial dos cOmpostos 1,

2eda-c | |
Compbstoé ' Citotoxicidade - Atividade antileishmanial
(% de inibigio a 1 0 pM)* - IC50 (uM) - (promastigota)**
Células KB~ Vero L.amazonensis . L. chagasi
4a 17 m"m-. 28 o 28
4b 24 21 - 227 - >227
4c -8 13 »>227 - >227
1 39 10 227 5997
2 4 7 >227 >227

Droga ‘controle *Taxotere: 1x10™° pM; **Anfotericina B= 0,9 uM (L. a)nazonensis); 1,9 uM (L.

chagasr)

142 Slntese Caracterlzagao e Avahagao Blologlca do 6-

Carbox1metlltlopurma (S-CMMP)

Sintése e Caracterizacao do 6-CMMP-

_ "Apos formagao do sal sédico de 6- MP como descnto anterlormente prosseguiu-
se com adicao de 4cido cloroacetlco em DMF. A mlstura reagente foi deixada
em agitagdo constante sob temperafcura amblente por 72 horas. O solvente foi
retirado através do rOtaevap'orédorb e o solido formado foi cristalizado em
acetona levando assim a obfengéo do Composto 5 (6—CMIVIP) em forma de

cristal , com 60% - de - rendimento.

CICH,COOH

R

DMF, 72h, ta

- 60%

. ~ Figura 49. Esquema dé reagdo para obfengéo do composto 5.
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O composfo 5 foi caracterizado pof ponto de fusao be analise de seus
espectros de infravermélh’o, RMN de '"H, RMN de C e massas. Todos os

| resultados obtidos estéo de acordo com a literatura.®
Quando ,su:bmetido a ‘espectroscopia vibracional de infravermelho
(FigUré 50) obsekvou—se o aparecimento de uma banda intensa referente &
l deformagéo axial O-H (3334 cm-") alem do deslocamento da banda referente a

deformagéo axial‘_C—'—fO do acido em 1629 cm-".

204 |

4000 . 30'00 ’ = ZOlOD ’ 1000
" Namero de onda (cm™)

Figura 50. Espectro de IV do compoSto 5.
Através do RMN de ™H (Figura 51) observou-se além dos sinais dos dois

hidrogénios da purina foi possivel tambem ver o sinal do grupo metileno em &

3,98 ppm.
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F:gura 52: Espectro de RMN de 'H do composto 5 (DZO 300MH?z)

Através do espectro de RMN de *C (Flgura 53) observou-se a presenga

dos sinais em & 154 e 147 ppm referentes aos carbonos da porcdo 6-MP, C-2

e C-8 respectivamente, bem como um sinal relacionado ao grupo metilénico

em & 37 ppm.
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Figufa 53, Espectro de RMN de SC do corhposz‘d § (DgO, 75MHz)
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- O espectro de njéssas (ES)apresentou‘pic’o em [

M — 1] igual a 209 m/z

(Figuré 54) que esta de acordo com o valor c‘alculado, cOnfirmando desta forma

a massa molar do composto 5.

100+ -

H

165.0
v

OH
5/\n/ :
S

-

150.0

. S . . !
L . : : 4

milz

300 105 110 41§ _120 125 130 135 140 145 150 155 160, 165 170 175 180 186 190 195 200 208 210 215 230 225 230 235

-

Figura 54. Espectro de massa (ES) do composto 5.

Avaliaggo Biolégica do 6-CMMP

‘uma droga com attvndade em Ielshmama

" Dando cbntinuidade a0 estudo da avaliagéo biolégica da 6-CMMP que é
realizou-se a avaliagéo da atividade

antiinflamatéria do 6- CMMP felta através do controle na produgao de NO numa

linha de macrofagos. Em todas as culturas tratadas com 6-CMMP a producéo

de NO pelos macréfagos dimmu:u em comparagao com o controle. Neste

_estudo, o potenCIal do 6-CMMP como uma droga antl—mﬂamatona apresentou

resultados promissores’

~ Biologicas da UFJF.

3 Estes testes foram realizados no Instituto de Ciéhoias

38




Capitulo 1 ‘ v v Conclusbes

- 1.5. Conclusoes

Neste trabalho foram obtidos seis compostos inéditos 1, 2, 4a-b. A
- obtencao destes derivados ftriciclicos abre a possnbmdade de uma gama de
novos analogos tnc;cllcos com variag&go do anel formado, bem como de novos

~derivados de 6-MP.
Todos o compostos foram carac‘terizados através de infravermelho,

4c também foram caracterizados por Espectrom_etrla de Massas de Alta
- Resolugéo (HMRS). A técnica de RMN de "°F do composto 4a constatou a

3 presenca do fltior na molécula. ,
Os compostos 3 e 5 foram obtidos com o objetlvo de realizar estudos

dos mecanismos celulares de inibigdo de Ielshmanla O composto 7,8-di hidro-
‘ (1,4)t|azep|no(3,2,4—h)purma (4a) apresentou atividade biologica na inibigéo da
producdo de oxido nifrico e também contra as formas promastigota de L.

amazonensis e L. chagasi.
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1.6. Parte Experimental |

Métodos Gerais .

As medldas das faixas de fuséo apresentadas neste trabalho foram

obtidas em aparelho digital MQAPF- Mlcroqwmlca no Departamento de

Quimica, ICE, UFJF.

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

Os espectros de reséonénéia magnética nuclear (300MHz) de
hidrogénio, carbono 13, mapas de contorno COSY, foram obtidos em
espectrometro BRUKER AVANCE, no Departamento de Quimica, ICE, UFJF.

Os espectros de massas foram obtidos com um “LCT Micromass

spectromete‘r”, no Institut de Chimie de Substancés Naturelles de Gif Sur

Yvette/ Franga.

Para a cromafdgraﬁa em coluna de ‘silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-

0,200 mm (70-230 mesh ASTIM) MERCK.

Para a cromatografla em camada flna de snhca utlhzou -se silica-gel 60G

MERCK, em lammas de vndro

Nos prdCedimentos de p’urifibagéo por extracdo ou coluna
cromatografica, foram utlllzados solventes P.A. VETEC.
Como reveladores para cromatografla em camada delgada foram

utilizados solug&o etandlica de acido sulfdrico a 20% v/v e lampada ultravioleta.
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1.6.1. Sintese e -caractefizagéo do' 7,8-diidro-(1,4)tia2ino(3,2,4- ,
“hi)purinal ' |

Em um baldo de 50mL foram transfendos 1,0 g (6 57 mmol) de 6 MP em
presenca de 0,31 g (12 92 mmol) de NaH em EtOH (6 mL) para a formagao do
sal SOdICO de 6- mercaptopunna apos 1h ad;cronaram se 2,0 mL (21 00 mmol)
de 1,2-dicloroetano e ‘deixou-se em agltagao constante a 80°C por 72 horas
quando foi constatado ‘por CCDS o consumo do material de partida, com
 formagao de um composto de maior polaridade. 'Apés_eliminagéo do solvente
no rotaevéporadbr fez-se a puﬁfiéagéo ‘do residuo através de coluna
cromatografica de silica (CCS) usando como eluente uma mistura gradiente de
MeOH/CHgCIZ 1:9 resultando na obtengao de 0,82 g (4,60 mmol) do composto

‘ 1 com rendimento de 70%.

FM= C;HgN4S .

MM= 178,21 g/mol |

Caracteﬁstica fisica= s6lido branco

Ponto de fuséo: 190°C ‘ v

Rf=AO,4 (MeOH/CH,CI, 1:1) Revelador= U.V.

IV (KBr) (cm™): 3083 (estiramento C-H arbmétic‘o), 2980 (estiramento C-H
alifatico), 1609 (estlramento C=C e C-N). ‘

'RMN "H (300 MHz, Dzo) o (ppm), J (Hz) 8,86 (1H, s, H 2) 8,38 (1H, s, H-8);
507(2HtJ21—-60 H-2%); 3,90 (2H, t, H-1'). ;

RMN **C (75 MHz, D;0) & (ppm), J (Hz): 162,1 (C-2); 153,5 (C-8); 143,1 (C-4);
- 130,8 (C-6); ‘57,2 (C—Z’); 31,9 (C-1").

ESI-MS (ToF); miz: calculado [M+H]" 179,0313 miz experimental [M+H]"
179, 0379 m/z [M+Na] calculado 201 0210 m/z expenmental 201 ,0209 m/z
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1.6.2. Sintese e caracterizagdo do 8,9-diidro-(1,4)Tiazepino

(3,2,4-hi)purina 2

Uma solugao dé sal sédico dé 6-MP (0,115 g, 0,66mmol), preparada
como mostrado anterid_rmente, foi transferida para um baldo contendo uma
solugdo }de 0,35 mL (3,30 mmol) de.1-bromo-3—clorvop'ropano em DMF (5mL). A
mistura reagente foi mantida sob a'gitagéo‘bon‘sta_nte' pdr 48h a temperatura
ambiente quando foi constatado por CCDS C(MeOH/CHgClz, 5:5) o consumo do
material de partida, com formagdo de um compOSto ‘d‘e maior polaridade (Rf=
0,4) Apbs eliminagép .-do solvente no rotaevaporador fez-se purificacdo do
fes‘iduo através de coluna crométogréﬁca de silica (CCS) usando como’ eluente
uma mistura gradlente de MeOH/CHzClz 1:9 resultando na obtencdo de 0,89 g

(4 63 mmol) do composto 2 com rendlmento de 70%

FM= CgHgN4S

MM= 192,24 g/mol

Caraéteristica fis‘ica= solido branco

Ponito de Fusao: 215°C

Rf= 0,4 (MeOH/CH,CI, 1:1) Revelador- u. V

IV (KBr) (cm’ ) 3083 (estiramento C-H aromatlco) 2995 (es‘uramento C-H
allfatlco) 1606 (estlramento C=C e C-N).

RMN *H (300 MHz, DZO) o] (ppm), J (Hz): 8,29 (1H s, H-2); 8,11 (1H, s, H-8);
435(2H t, J32= 7,9 Hz, H3) 328(2H t, Jy Z—GOHZ H-1"); 240(2H m, H-
2)..

RMN 13C (75 MHz, D,0) 6 (ppm), J (Hz) 157 7 (C 2) 154,3 (C 4); 147,4 (C 5);
~,140(C -8); 1287(06) 490(C 3) 244(C1) 195(C2)

" ESI- -MS (TOF), m/z: um pico referente a: calculado [MJ.rH]+ 193,05 m/z;
expériméntal [M+HT" 193,1 m/z; [M+Naf calculado 215,05' rh/z, experimental

- 2151 m/z.
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1.6.3. Sintese e caraCterizagéo do 6-(3’-cloropropiltio)purina 3

O 1—bromo—3—c|oropropano (3,3 mL; 33,00 mmol) dissolvido em EtOH foi
adicionado lentamente a 0°C a uma solugéb de sal sddico de 6-MP, gerada
pela reagéo de 6-MP (1 0 g, 6,57 mmol) com NaH (0,31 g, 12, 92 mmol) em
EtOH (20mL) a t.a. por 1h. A mlstura reagente foi deixada em agitacéo a 0°C
por 48 horas. Através de CCDS, verificou-se a formagao de um produto mais
apolar. Apos ’remogéo, do solvente em rotaevaporador sob pressdo reduzida
prosseguiu-se com purificacio através de CCS usando uma mistura em escala
- gradiente de polaridade de Hex/AcOEt (6:4). Foram obtidos 1,0 g (4,37 mmol)

do composto desejado (rendimento de 67%).

s T g

2

6\N

B

</

FM= CgHgCIN4S

MM= 228,7 g/mol - |

Caracteristica fisica= sohdo branco

" Ponto de Fus&o: 200°C

Rf=0,6 (AcOEt/Hexano 7:3) Revelador= uv.

IV-(KBr) (cm'1)' 3472 (eétiramento de amina arométic‘a) 3080 (estiramento C-

H aromatico), 2975 (estlramento C-H ahfatlco) 1 606 (estlramento C=C e C-N),

570 (estiramento C- Cl)

RMN "H (300 MHz, D20) & (ppm), J (Hz): 8,68 (1H s, H-2 purma) 8,42 (1H H-

8 purma), 3,74 (2H, t, J2 3= 6Hz, H-3’ ), 3,44 (2H, t, Jy»=7THz, H-1"), 2,15 (2H, t,
o) | . .

RMN **C (75 MHz D,0) & (ppm), J (Hz): 161 ,0 (C 2) 144 0 (C-8); 146,9 (C-6);

500(CB)260(C1)200(C2) : '

ESI-MS (TOF), m/z: calculado [M+H] 229 0 m/z; experlmental [M+H] 229,0

m/z.
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1.6.4. Sintese e »caracterizagéo dos. Hidrohaletos 7,8-diidro-

(1,4)Tiazepino (3,2,4-hi)purina 4a-c

Em um balao de 50,0 mL, o composto 3 (100 vmg, 0,44 mmol) foi
dissolvido em DMF, em seguida adicionaram-se, lentamente,i ‘1,30 mmol do
v haleto de sédio correspondente (fll]o"r, cloro ou bro‘mo)."A mistura reagente foi
submetida a agitacao constante a 80°C por 72 horas. Através de CCDS (Rf=0,4
MeOH/CH,Cl,, 1:1), verificou-se a formagédo de um produto mais polar. O
| produto da rea’géo foi purificado através de coluna cromatogréﬁCa com uma
mistura de MeOH/CH,Cl, 1:1 produzmdo 0s compostos 4a 4b e 4c¢c com

,rendlmentos de 86%, 90% e 84% respectlvamente

4aX=F
4b X=Cl
4¢ X=Br

Caracterizagdo do " Hidrofluoreto 7,8-diidro-(1,4)Tiazepino

- (3,2,4-hi)purina (4a):

" FM= CgHoFN4S

MM= 212,25 g/mol

Cara'cteristica fisica= soélido branco

Ponto de Fusdo: 301°C

Rf= 0,4 (MeOH/CH,Cl,, 1:1) Revelador= U.V.

v (KBr) (cm™): 3497 (ésﬁramento de N-H de amina), 3080 (estirarhento C-H
aromatico), 2931 (estiramentb C-H alifétiCo),‘ 1605 (estiramento C=C e C-N).
'RMN de 'H (300 MHz, D,O) & (ppm), J (Hz): 8,59 (1H, s, H ‘2)}' 8,33 (1H, s, H- v
8); 4,50 (2H, , J32 6,0 Hz, H-3); 337(2H t, J12 6Hz H1) 240(2H m, H-
2). | o ,
RMN de *C (75 IVIHz, D?_O) 6 (ppm) 158,3 (C- 6) 153 8 (C-4); 153,6 (C-2);
1505(C 8) 1295(C -5); 50,7 (C-3"); 261(01) 207(C2)

RMN de "°F (282 MHz, CDCls): 6 -131,3 ppm
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Caracterizagéo do | ’COmposto" Hidrocloretd 7,8-diidroé

(1,4)Tiazepino (3,2,4-hi)purina (4b):

FM= CgHgCIN4S

- MM= 228,75 g/mol

‘ Caracterlstlca fisica= sélido branco

Ponto de Fuséo: 285°C

Rf='0,4 (MeOH/CH,Cly, 1:1) Revelador:v u.v.

IV (KBr) (cm™): 3415 (esﬁramento‘deN-H de amina), 3082 (estiramento C-H

- aromatico), 2926 (estiramento C-H alifatico), 1606 (estiramento C=C e C-N).

RMN de "H (300 MHz, D;0) & (ppm), J (Hz): 8,90 (1H, s, H-2); 8,63 (1H, s,H-

© 8); 4,68 (2H, t, J3= 6,0 Hz, H3) 352(2H t, J12 6,0 Hz, H1) 2,56 (2H, m,
H-2). |

RMN de **C (75 MHz, D;0) & (ppm): 146,4 (C- 2) 145.8 (C 8); 486(C 3). 23,8

(C-1"), 17,7 (C-2’)."

Caracterizacdao do c_omposto, " Hidrohaletos 7,8¥diidro—

(1,4)Tiazepino (3,2,4-hi)purina (4c):

FM= CgHgBrN4S

MM= 273, 25 g/mol

Caracteristica fisica= s6lido branco

Ponto de Fus&o: 296°C

Rf= 0,4 (MeOH/CHCl,, 1:1) Revelador— u.v.

1V (KBr) (cm ): 3417 (estiramento de N-H de amina), 3078 (estiramento C-H
aromat:co) 2925 (estiramento C-H allfatlco) 1616 (es‘uramento C=CeC- N)
RMN de "H (300 MHz D:0) & (ppm), J (Hz) 8 98 (1H, s, H-2); 8,70 (1H, s, H-
8); 4,76 (2H, t, J32 60Hz H3) 360(2H t, J12—60Hz H- 1) 2,64 (2H, m,
H-2'). ‘ ’ ‘

RMN de **C (75 MHz, D,0) & (ppm) 146,8 (C 2) 145,3 (C 8) 48 9(C-3). 24,0
(C -1}, 17,8 (C-2). ' ‘ - '
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1.6.5. Sintese do G-Carboximetiltiopurina (6—CMMP)V

Em um balédde'SO mL, apés prévia formagéok de ,0134 g (1,95 mmol) do
sél sodico de 6-MP como descrito anteriormente prosseguiu—Se-Com a adicao
de 0,19 g (2,0 mmol) de acido cloroacético em DMF. A mistura reagente foi-
" mantida em agitac&o constante a temperaturé ambienté por 72 h‘oras'.-Através
| de CCDS,. verificou-se a formagéo‘ de um produto mais apolar. O solvente foi
retirado através do r‘otae’vapbrédor e o solido formado foi cristalizado‘ em
~ acetona levando assim a obtencao de 0, 37 g (1,76 mmol) do composto 5 (6-

CMMP) com 90% de rendlmento

FM= C/HsN40,S

- MM= 210,21 g/mol

Caracteristica fisica= cristal

Rf= O 4 (MeOH/CHzClg) Revelador—— U.v.

Ponto de Fusao 286°C : : ,
IV (KBr) (cm™): 3334 (estlramento de OH) 3096 (estiramento C-H

~ aromatico), 2980 (estiramento C-H alifatico), 1629 (estiramento C=0), 1437
(estiramento C=C, C-N e C-0).
RMN de "H (300 MHz, D;0) & (ppm), J (Hz): 8,55 (1H s, H-2); 8,31 (1H, s, H—
- 8);3,98 (2H, s, CHzCOOH)
| RMN de "*C (75 MHz, D,0) & (ppm): 154 (C-2); 146 (C- 8) 37(C__2COOH)
'ESI-MS (TOF), m/z: 209 [M-1]; 165 [M- 45] 150 [M- 65]
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Resumo do Capitulo 2

Este capitulo descreve as sinteses de derivados 4-aminoquinolinicos usando
4,7-dicloroquinolina (4,7-DC) e as diaminas etilenodiamina (1), propanodiamina
(2), butanodiamina (3) e hexanodiamina (4).

Os derivados 4-aminoquinolinicos sao em seguida submetidos a reagéo
com brometo de propargila para obteng&o de derivados possuindo grupos alcinos
terminais (compostos 6, 7 e 8). '

Descreve-se também a sintese do composto 5 decorrente do acoplamento
entre 4,7-DC e propargilamina. Compostos- antimalaricos que sejam melhores
transportados pelo organismo com menor toxicidade sdo de grande interesse, por
isso realizou-se a conjugacao entre o derivado quinolinico 5 e &cido colico
mediante reacao do tipo “click chemistry”.

Os resultados dos testes biolégicos dos compostos sintetizados estdo

sendo realizados.
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2.1. Introducao

A malaria é a principal parasitose de areas tropicais e subtropicais o que
implica que cerca de 40% da populagdo mundial vive em areas de risco. O
maior foco de transmissdo é a Africa Sub-Sahariana onde ocorrem 90% dos
casos no mundo. Sendo endémica em 53 paises na Africa (inclyuindo 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 criangas nessas areas."™ |

A transmissé&o se deve pela picada das fémeas do mosquito Anopheles, que
se contaminam com o plasmodio causador da doenca ao picar os portadores,

" tornando-se assim o principal vetor de transmissao desta para outras pessoas.’

Figura 1. Foto do mosquito Anopheles, vetor transmissor da malaria.

Trata-se de uma doenga infecciosa aguda ou cronica causada por
protozoarios parasitas do género Plasmodium. Sao quatro espécies de
Plasmodium que afetam os seres humanos: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Destes, o
Plasmodium falciparum &€ o mais nocivo, responsavel por cerca de 500 milhdes
de casos anualment_é com um niimero de mortes entre 1,5 a 2 milhdes."*®
" Na Corrente sanguinea, os plasmodios chegam ao figado, onde se
multiplicam e ao romper a célula hepética tém acesso ao sangue onde atacam

os eritrocitos, causando anemia intensa e, em alguns casos, a morte.”8
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Figura 2. Eritrécitos parésitados com P. falciparum.

Como os plasmédios fibam presentes na circulagdo sanguinea durante a
infeccdo, a transmissdo da malaria também pode ocorrer de forma induzida a
partir 'de transfusées de sangue, de 'tfansplantes de orgaos, da utilizacdo
compartilhada de seringas por usuarios de drogas endovenosas ou da gestante

para o filho.”
Progressao e Sintomas

Manifesfagﬁes clinicas da doencga caracterizam—se inicialmente por
sintomas como dores de cabeca, fadiga, febre, calafrios, prostracéo e anemia
que cbincid_em com a destruicdo macica de hemacias e com a descarga de
substéncias imunogénicas toxicas na corrente sanglinea ao fim de cad'é ciclo
reprodutivo do parasita. Estas crises séo seguidas de tremores e febre de
41°C, terminando em vermelhiddo da pele e suores abundantes.®

Os casos mais severos da doenca incluem delirio, acidoses metabdlicas, '

malaria cerebral e faléncia multipla dos érgédos podendo seguir por coma e

" morte.2
- Tratamento

Os medicamentos antimalaricos sdo usados principalmente para controlar a

doenga e também podem ser usados para preveni-la no caso de alguns grupos
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de alto risco, tais como mulheres gravidas, portadores de anemia das celulas
falciformes e os visitantes em regides endémicas que ndo possuem nenhuma
‘imunidade natural. Os servicos de salde precisam considerar os riscos e 0s
beneficios oferecidos pelos medicamentos, assim como o custo é a facilidade
" com que sao obtidos e receitados.® '

No século XVII observou-se que o extrato de uma planta originaria dos .
Andes a Cinchona (Figura 3) era usado por nativos para o tratamento da.

malaria, e Iogo o seu uso se espalhou pela Europa.

Figura 3. Cinchona.

Porém, s6 em 1820 que seus principios ativos foram i>solados, a Quinidina
e pnnc:palmente a Quinina (Figura 4). No entanto a maioria dos parasitas ja

sao resnstentes asuas agoes

%2,
.,

(5

“Z
.,

/N HO, [N
H “
H

AN
F
N
Quinina Quinidina

Figura 4. Estrutura dos compostos antimaléricos isolados da Cinchona.

A quinina ou seu isébmero quinidina, foi suplantada por drogas sintéticas

mais eficientes, como’.composto‘s derivados de quinolina, pamaquina,
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mepacrina e cloroquina (Figura 4), principalmente este Ultimo. Estes foram por

muito tempo bem aceitos para o tratamento da malaria.

CH CH CH
/Q/'\/N " /(/\/N /(/\/N

HN \ © HN \ HN \__

Jeo e oo llee

HsC—0 A cl N cl N

Pamaquina Mepacrina Cloroquina

Figurav5. Estruturas de algdns agentes antimaléricos.

Devido ao surgimento de plasmédios resistentes as drogas existentes,
principalménte os da espécie P falciparum, agravou-se o estado da malaria e
atualmente é a doenca infecciosa mais disseminada do rr_iundd, tornando-se
h_ec*,essério o desenvolvimento de férmaCos mais eficazes péra o tratamento da
mesma.*1° - S |
'Estratégia Terapéutica

Recentes abordage.hs_ mostram que  para superar a resisténcia dos
plasmoédios aos medicamentos usados, a cOmbinagéo de terapias vem sendo
‘uma alternativa atrativa.'"'?" Por exemplo pode-se destacar a combinagdo
entre ,de‘rivados quinolinicos e o astemizol (Figura 6), ambos com agédo
antiparasitaria. O composto - obtido através de tal combinagdo vem
apresentando resultados mais interessantes em comparacdo com a

cloroquina.™ . |
HN T N ‘ | /__Q_
O O ; -
Ci > ' N‘/

Figura 6. Estrutura quimica do conjugado astemizol/derivado quinolinico.

Ha também estudos feitos' com a combinacao entre derivados .

quinolinicos (éntiparasitério) e o 2,3-dioxoindol (Figura 7) que apresenta
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propriedades - anfifl]ngica, antibacterial, anti-HIV e antimicrobial.  Estes
compostos baseados na estratégia multi-terapéutica vem apresentando

importantes resultados contra plasmédios. '

Ci

Figura 7. Estrutura quimica do conjugado 2, 3—dioXoindol/ derivado quinolinico.
Importancia dos compostos

E necessario também destacar a importancia dos compostos
heterociclicos no que se ‘refere ao uso em medicamentos. DEnt're os sistemas
heterociclicos ma'i_s_ estudados encontram-se os triazé_is, que tém des‘pertado‘
" muito intéress_e pelo fato de poSsUirem um vasto campo de aplicagdes, que vao
v_desde Seu uso como eXplosivos, até como agroquimicos e farmacos. Muitos
destes derivados triazélicos sao farmacos mundialmente consumidos que
apresehtam atividades farmacolégicas diversificadas, fais como antiviral

(ribavirina) e antifingica (fluconazol)' (Figura 8).

0]
: OH N
H,N i N> N/\/N N7 N
HO.
(0]
F
OH OH
ribavirina ﬂuconazol

Figura 8. EXemp/os de derivados triazélicos farmacologicamente ativos.

O interesse em derivados 1,2,3-triazélicos pela area farmacolégica deve-

se ao fato destes compostos serem- bioisosteros dos anéis heterociclicos
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imidazolicos “encontrados em substéncias com atividades farmacologicas
diversas, como antiflingica, antidepressiva, antiviral, antitumoral e anti-
hipertensiva.' o |

Estudos visando a sintese de novos derivados 1,2,3-friazolicos estao em
evolugdo, bem como a avaliagdo das potenciais aplicacées farmacoldgicas dos
novos compostos desta blasse. Os 1,2,3-triazéis sdo de grande importancia,
por sua atividade biolégica diversifibada, destacando-se como ' potenciais
farmacos de alta eficacia contra doehgas de impacto social crescente, como
AIDS, cancer e mal de Alzheimer e Parkinson.™

Cabe ainda destacar a atividade inibitérié de esterdides ligados a 1,2,3-

triazois (Figura 9) em cul'tura de células humanas de cancer de prostata.

Figura 9. Estrutura de 1,2, 3-triazol esteroidal usado para céncer de préstata.

Sabe-se que alguns derivadbs esteroidais: apresentam importantes
atividades - antibacterial, anfiébancerigena; anti-HIV, anti-parasitaria, etc.
" Esteroides como colesterol, lanosterol, &cidos colico e desoxicolico (Figura 10)
vém atuando como importantes carreadores e tranSporfadores de farmacos,
como anfotericina-B e fluconazol, resultando na diminuigcdo da toxicidade e

aumento da eficacia terapéutica.'*"’
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Figura 10. Estruturas quimicas dé alguns esterdides.
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2. 2 Justlflcatlvas :

Baseando-se na grande lmportanc:a dos denvados quinolinicos para o

346

tratamento de doengas parasitarias como a malaria™™° e levando-se em

consnderagao 0 surglmento de plasmodios resistentes as drogas atuais,
.propoe—se a smtese de novos- derivados qumollmcos com o intuito de criar
novos farmacos mais potentes em que nao haja re5|sten01a pelo parasito.
Além disso, levando-se em consideraggo a lmportancna dos derivados 1,2,3-
triazélicos e dos derivados esteroidais, prop6s-se neste trabalho, a combinacéo
de térapias entre derivados (juinolinicos, triazolicos e esteroidais cofno o acido
- colico. Para tal, propde-se a sintese de derivados de quinolina com cv)} acido
‘colico unidos por 1,2,3-triazol étravés de uma reacdo do tipo “click
chemistry.”'®2°2! Este tipo de reagao foi introduzido por K. Barry Sharpless em
2001 e tem sido de grande aceitaggo.2?' A reagéo envolve uma cicloadicdo

1,3-dipolar entre grupos alcinosb e azidas terminais formando 1,2,3-triazbis-1,4-

dissubstituidos (Figura 11).'%718 S
‘ ' - ' N'::;N\
| /\\ + Ng—R, ——
| R \ 3 ‘ 2 | . R/&/N\
. ) ’ 1

Figura 11. Esquema de obtengéo do 1,2,3-triazol-.1 ,4-dissubstituido.

v A “chck chemistry” € um tipo de reagao que apresenta vanas vantagens
como - facil punﬂcagao apresentar rendimentos altos, gerar subprodutos
mofenstvos, condicbes de reacdo simples, é estereoespecifica, proporciona
economia de 4tomos e gera CompoStos estévéis.' _ |
- A sintese de um novo farmaco que seja melhor transportado pelo'
' .vorganismo e que tenha toxici‘dade_ reduzida é de grande interesse, e a
.combinagéo de terapias através da conjugacdo de compostos de importancia
‘ biolégica tem se mostrado uma boa estratégia para o desenvolvimento de

novos farmacos, justificando assim o presente trabalho.
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~ 2.3. Objetivos

Primeirarhente propds-se obter derivados de q'u’iholina a partir da 4,7-
dicloroquinolina acoplado}s com aminaé e diaminas e avaliar suas propriedades

terapéuticas no tratamento de parasitoses como malaria e leishmaniose (Figura -
- 12). '

. NH,
gy
1n=1 . - 5 - 6n=l
2n=2 o , g T n=2
3n=3 L R o ~ 8n=5
- 4n=5 ‘ : :

Figura 12. Derivados quinolinicos.

Postenormente propos -se obter um denvado de quinolina acoplado com

o acndo cohco (composto 12) wsando uma reagao de mcloachgao do tipo chck

chemistry” (Fjgura 13).

o]
e
il

Figura 13. Conjugado 4-aminoquinolina/derivado de &cido célico.
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2.4, Resulltados e Discussoes

2.4.1‘. Sintese e caracterizagdo dos N-(7-cloroquinolin-4-il)-
diaminoalcano (1-4) |

Uma mistura de 4,7-dicloroquinolina  com o . diaminoalcano
correspondente (etahodiamina : propanodiarhiné - butanodiamina e
hexanodlamlna) foi de:xada em aquecimento & 80°C por 1 hora em agitagéo e, ‘
» postenormente, elevou—se a temperatura para 110°C por. 3 horas até que se
cbmpletasse a reagao. ,

Em seguida, ap6s a mistura reag‘ente esfriar, adicionou-se
_diclorometano. A fase orgénicakfoi lavada subessivas vezes com solugao
aquosa de NaOH (5%) e'finélmente com uma soltjgéo aquosa de NaCl. O
“solvente orgénico foi removido sob pressdo reduzida e os compostos foram
_obtidos com rendimentos em torno de 80%. Todos foram caracterizados
através de ponto de fusao, IV RMN de 1H e RMN de *C. Os dados obtldos

estao de acordo com a literatura.® 41®
| N cHa ke
ool =-uleol
N "80—110°C,4hs» cl , N % = %
e g

Figura 14 Esquema de reagao do N-( 7—cloroqu1nolln 4—//)dlam/noalcano 14

Caracterizagéo do N—(7-Cloroquinolin-4—il)-etanodiamina (1)
Ponto de Fusao 141°C
" No espectro de infravermelho (Figura 1 5) observou—se a presenca das
bandas em 3356 e 3251 cm-* caracterlstlcas de estiramento de N-H de amina,
em 3053 e 2931 cm-' tem-se és éstiramentos caracteristicos de C-H aromatico
e alifatico, respectivamente, e em 1583 cm” ha uma banda intensa que prode .

“ser atribuida aos estiramentos das contribuigées C—C‘e C-N.
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. o T ¥ J M I ¥ T ' 1 * 1 ¥ I
1000 3500 3000 . 2500 2000 1500 1000 500
" namero de onda (cm™')

Figura "15.'Espect’ro de IV do composto_1.

No"e‘spéctro de RMN de "H ‘(_Figu'ra 16) notou-se, além dos cinco sinais
referentes aos hidrogénios da porgdo aromética da molécula, a presenga de
dois tripletos em 3,43 e 2,97 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios

metilénicos H-1" e H-2’, respectivamente.

- ? ; T B 1.1, (1) A0gMHZ :
| SR f N
i i
| ! :
T n T
AEEH W ok
e T b P FRRE AR 2R R A AR AT MR AT MARAE SR DA A

Figura 16. Espectrb de RMN.de "H do composto 1 (CD;0D, 300MHz)
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Por intermédio do espectro’ de RMN de =C (Figura 17) bbservc‘)u—se‘a
presenca dos sinais referentes aos carbonos do anel quinolinico, bem como os
dois sinais relacionados aos dois = grupos m'etilénicos em 5 46,1 e 40,8 ppm

que correspondem a C-1' e C-2’, respectivamente.

“specirum 1.1 (132} 75MHz
% ®

2223
3
e 136,90
1278
e 336,11
sl
e 123
e 403
— 413
—— 403t

7o T T T T | ARSI T T T 7T T T T T T ) T
i 10 10 170, 180 150, 40, 130 520 110, 109 20 &0 78 [ 20 x 30 20

Figura 17. Espectro de RMN de ’3C do composto 1 (CD;0D, 75MHz) .

Caracterizagéo do N—(7-c|oroquinoIin-4—i|)-propanodiamina (2)
Ponto de fuso: 97°C. o
Pelo_espectrd de infravermelho (Figura 18) observou-se a presenca das
bandas em 3352 cm™ (estiramento de amina alifatica), 3072 cm™ (estiramento
- C-H aromatico), 2933 cm™ (estiramento C-H alifatico) e 1583 cm™ (estiramento

C=C e C-N).
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Figura 18. Espectro de IV do composto 2

De acordo 'co‘m o espectro de RMN dé 'H (Figura 19) observou-se a
presenca dos sinais referentes aos hidrogénios do anel quinolinico, bem como
os hidrogénios metilénicos da porgao alifatica da molécula em & 3,06, 2,68 e

em 1,72 ppm qUé Correspondém aH-1", H-3"e H-2, réspeCtivamente.
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Figura 19, Espectro de RMN de "H do composto 2 (DMSO, 300MHz). '
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Através do espectro de RMN de ©C (Figu'ra 20) observou-se a presenca
dos sinais referéntes aos carbonos'do'anel quinolinico, bem como os trés
sinais relacionados aos grupos metilé‘nicos‘em 6 40,6; 39,5 e 31,2 ppm

correspondentes'a C-1eC-3 e C-2', respectivamente.

e551

4983

5
347

pem’

W

-...,-o--|‘-.;-|~...|....,.u-»luv--',-v-y,....l...
ppm 180, 160 140 120 100 X 8a i 80 o o : 20 i

Figura 20. Espectro de RMN de C do composto 2 (DMSO, 300MHz)

Carac»t‘erizagéo - do Composto N-(7-cloroquinolin-4—il)-
butanodiamina (3) ‘ : |
Ponto de fuséo: 123°C ~
- No espectro de infravermelho (Figura 21) observou-se a presenca das
bandas em 3305 cm™” (estiramento de amina), 3053 cm™ (estiramento C-H
a'romético), 2929 cm™ (estiramento C-H alifatico) 1581 cm™ ( estiramento C=C

e C-N).

63 .




Capitulo 2 ' : . o Resultados e Discusséeé

~Transmitancia %
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- F)’gura 21. Espectro de IV do composto 3.

o es’pectr'o‘ de RMN de "H do composto 3 (Figura 22) mostrou a

~presenca dos sinais referentes aos hidrogénios do anel quinolinico além dos

quatro sinais caracteristicos dos hidrogénios metilénicos da porgao alifatica da

hjolécula em o 285 em 2,64;"ér'h 1,71eemd ‘1,5‘3 ppm que corréspondem a

H-1', H-4', H-3"e H-2', respectivamente.
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Figura 22. Espectro de RMN de H do composto 3 (DMSO, 300MHz).
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Por intermédio do espectro de RMN de 3C (Figura 23) observaram-se,
alémy da presencga dos 'sinais referentes abs carbonos do anel quinolinico, os -
quatro sinais relacionados aos grupos metilénicos em & 42,4; 41,4; 30,7 e

26,3 ppm que correspondem a C-1’, C-4’ C-3’ e C-2’ respectivamente.

3]
@
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b
s 112,47

: v [ 11
HN Yy

. T TrTrr-y T T AR B S 2w 0 2 o T T T T L S | L T e s e T T T
s 199 Mg 170 160 150 149 136 120 110 L9 6 L i 3] 50 4 ay k) 1)

- Figura 23. Espectro de RMN de ™C do composto 3 (DMSO, 75MHz).

_Caracterizagéo do N-(7-cloroquinolin-4-il)-hexanodiamina (4)
" Ponto de fuséo: 136°C |
No espectro de infravermélhq (Figura 24) observou-se a presenca das
bandas em 3305 cm” (estiramento de 'amina),'3'080 cm™ (estiramento C-H

aromatico), 2933 cm™ (estiramento‘ C-H alifético) e 1579 cm™ (estiramento C=C
. eC-N). | ' | '

65




~ Capitulo 2 ' : ' Resultados e Discussées

Transmitancia %

Figura 24. Espectro de IV do composto 4.

- No espectro de RMN de H (Flgura 25) observou-se a presenga dos
~_cinco sinais atnbundos aos hidrogénios do anel qumohnlco bem como em O
3,25 ppm um multlpleto caractenstlco dos hldrogemos metilénicos H-1" e H-6".
Em & 1,65 observou se o] multlpleto referente ‘aos hidrogénios do grupo
'metllenlco H- 5 e emd 1 33 ppm tem-se a presenga do multlpleto gue pode ser

atnbwdo aos SGIS hldrogemos metllenlcos H-2', H- 3eHA4.

66




Capitulo 2

Resultados e Discussées

[ T bl P =] B
- ARONEEINTaARNE T SH8& B KBeossad
a 0 G G P P N PN e e N (O O 5 e o P I OV S S
B Y YA Y y ST

6,08

LA T
!’P"" 9

3] 7 6 5

LAY R SN A N A R SR INRL NN A EE A A A S I

4 3 2 1 D

Figura 25. Espectro de RMN de .”H do composto 4 (DMSO, 300MHz).

Através'do eSpéctro de R.MN de =C v(Fi'gur_ak 26) 'observou—se a presenca

sinais .em 0 referentes aos carbonos dd anel quinolinico bem como os seis

_ s'inaisirelacipnlados aos ‘g‘rup()s metilénic‘os em 6 41,8; 41.1; 32,8; 27,3;: 26,1 e

25,7 ppm relacionados aC-1,C-6,C-5,C-2,C3e c-4, reSpectivamente.
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Figura 26. Espectro de RMN de "*C do composto 4 (DMSO, 75MHz).-
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2 4.2. Smtese e caracterlzagao dos alcmos termmals derivados
' de qumolma (5-9) - :

' Slntese do 4-amino-7—cloro-N—(prop-2-inil)qUinoliné _5_»

A obtengéo do composto 5 deu-se através da reacado entre 4,7-
dicloroquinolina e propargilamina em DMF (FigUra’ 27). A mistura reage‘nte'foi .
- deixada em agitacao constanie a temperatufa amb’iente'v’por 48 horas. Apos

evaporagao do solvente no ‘rotaévapo_rakdor o} produto foi purificado através de
CCS usando como eluentev' Lim gradiente de;pqlaridade de CHCl/MeOH,

B resultando na obteng&o do composto. 5 com 70 % de rendimento.

H,NCH,C=CH
) .

DMF, 48 h, TA

~ ClI

70% .

Figura 27. Esquema de smtese do composto 5,
Ponto de fuséao: 230°C |
Pelo espectro‘ Raman (Figura 28) foi poSsivel observar, uma banda em

2105 cm™ (estiramento C=C).
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. T T T T Y - |‘ T T T T T T
3500 3000 2500 2000 - 1500 1000 500

Transmiténcia %
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' Figura 28. Espectro RAMAN do composto 5.
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Por intermédio do espectro de RMN de 'H obéervou s‘e' além dos sinais
referentes aos hidrogénios do anel qumohmco em 0 4,41 ppm um simpleto que
. pode ser atnbUIdo aos dois hldrogenlos metilénicos de H-1’ e outro S|mpleto em

5 2,50 ppm refente ao hldrogemov do ‘alcino evidenciando a obtencao do

composto 6 (Figura 29). -

Nl

-—\_.

1 T e
T
.34 =

]

T b
w
]
o

" Figura 29. Espectro de RMN de "H do composto 5 (DMSO, 300MH2).

No m}apa de contornos cosy (Figufa 30) foi possivel correlacionar os
hidrogénioé rhetilénicos H-1" (em 8 4,41 ppm) com o hidrogénio de N-H (em &
10,18 ppm), além da correlagdo entre os hidrogénios do anel quinolinico de H-3

(em6691 ppm) com H2(em6868 ppm)edeHG(em6778 ppm) com H-5
(emd 8 67 ppm) o :
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Figura 30. Mapa de contornos COSY do composto § (DMSO, 300MHz)

" No espectro de. RMN de 13C do composto 5 destacam -se 0s sinais

referentes aos carbonos das posngoes C- 2', C- 3eC-1 em 5 78 8 75,7 € 32,6

ppm respectlvamente além
(Figura 31). |

dos outros sinais caractenstlcos da molécula
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Flgura 31. Espectro de RMN de

130 do composto 5 (DMSO, 75MHz)
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No espectro DEPT 135 (Figura '32), pode-se observar a presenca 'do

sinal do v_carbono méﬁlénico C-1"em 6 32,1'4 ppm, e os carbonos C-2,C-6,C-8,

~C-5, C-3 e o carbono metinico encontram-se em fase inversa.
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Figura 32. Espectro DEPT 135°C de "C do composto § (DMSO, 75MHz)

O espectro de massas (ES)'apresentou pico em [M + H]+ igual a 217,0
- miz (Figura 33) que esta de acordo cyom'o valor calculado, confirmando desta

forma a massa molar do composto 5.

. 1 TOF MS ES+
100- 217.0 2.13e4)
]
. 180.0 20[2.0 a1m9
T T T T t T T T T = [ T T T g T - T T ¥ T T T T~ miz
100 120 140 160 180 200 - 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 33. Espectro de massas ES 'do compostov g.'

71




Capitulo 2 . - . - Resultados e Discussfes

Sintese e caracterlzagao dos 4-ammo-7-cloro-N—(2 (prop-z-

|mlammo)alquﬂ)qumolma (6 7 e 8)

Em uma solugéo conténdo a aminoquinolina co'rrespondente (1a4)em
~ etanol adlclonaram-se carbonato de potassio e brometo de proparglla a 0°C
:(Flgura 34). Manteve se a mistura reagente sob agltac;ao “constante 3
temperatura amblente por 48 horas..- Em seguida realizou-se extragdo em
 CH4Cly/H20 obtendo-se um 6leo apos a des‘tilagébvda fase organica. O 6leo foi

| purificado usando CCS com uma mistura gradiente de CH2Clo/MeOH.

cHy),
BrCH,C=CH
™ - 6 n=1
K,CO;3, EtOH, In=2.
48h, ta 8 n=5

50%
‘Figura 34. Esquema geral de reagdo dos compostos 6 a_8.

~ Obtiveram-se produtos com rendimentos em tomo de 50%. Todos os
compostos foram caracterizados por meio_'das técnicas espectroscopicas de

RAMAN, RMN de 'H e RMN de *C.

Caracterizagéo do CompOSto 4-amino-7?cloro—N-(2-(prop-2-

inilamino)etil)quinolina (6)

Pelo espectro Raman foi possxvel observar alem das outras bandas
“caracteristicas da molecula uma banda em. 2105 cm™ correspondente ao
estlramento c=c que foi conﬁrmada pela presenga de uma banda em 3308

cm’ atnbulda ao es‘uramento C H de alcmo (Flgura 35)
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Figura 35, Espectro Raman do"c‘omposto 6.

' De acordo‘co’m 0 espectfb dev RMN de "H observou-se em & 3,49 ppm
um multipleto que pode' ser éfribuido aos quatro h‘idrogénios metilénicos de H-
Te H-3" além do multipleto :ém_‘3,02 que pode ser atribuido aos hidrogénios de
H-2 e um simplefo emd 2,64 ppm referente ao hidvvrogé'nio‘_ H-5 evidenciando a

obtengéo do composto 6 (Figura 36). B

Lo speetum 1T (AED 300MHz
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[ 1 ) } ’
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A . o
UMM I LA U S e I e

" Figura 36. Espectro de RMN de 'H do composto 6 ( CDaOD, 300MHz).
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A anahse do espectro de RMN de C mostra alem dos smals do anel

quinolinico 0s sinais referentes aos carbonos C 4’ C 5.e C-3 em 6 82,0; 73,5;

-~ e30,9 ppm, respectivamente, (Figura 37).
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" Figura '37. Espectro de RMN de °C do’comp‘osto 6 (CD;OD, 76MHz).

Caracterlzagao do 4-ammo-7-cloro-N—(2 (prop-2 Imlammo)

propll) qumollna (7)

Pelo espectro Raman‘foi possivel observar, além das outras bandas

caracteristicas da molécula semelhantes ao seu precursor, uma banda em

2105 cm™ que corresponde ao estiramento C==C (Figufa 38).
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: Figura 38. Espectro Raman do_bompost() 7

A andlise do espéctro de RMN de "H de 7 mostrou, além dos sinais
‘caracteristic‘:os de seu“preéuré.‘or, um si_rhbleto' em & 3,07 ppm que pode ser .
atribuido ao hidrogénio H-6', além de outrosimpleto em 0 2,44 ppm referente
“aos dois hidrog‘énios m‘etilénicos de H-4’ evidencia_ndo a obtencdo do composto

7 (Figura 39). o | - P |

® ‘f ”[ Y( .
/\% g
o]

AdsE B | A
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b &5 7.5 - &5 & 55, 6 vax 35 3. 25 2 hES 85 2

Figura 39. Espectro de RMN de "H do composto 7 (CD;0D, 300MHz).
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De acordo com o espec’tro’deRMN de 1"?C'dt-:‘stac:a'm-sé '0s sinais
referentes aos carbonos das posi¢des C—S’, C-6'eC-4emd792; 751, 429
 ppm ‘respectivamente “além dos outros sinais caracteristicos da molécula

- (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de RMN de *C do composto 7 (CD;0OD, 75MHz).

- Caracterlzagao do 4—am|no—7 c!oro-N-(Z (prop-2- mllammo)
- hexu)qumolma (8) ' » .

Pelo espectro Raman foi posswel observar além das outras bandas
~ caracteristicas da molécula semelhantes ao seu precursor, uma banda em

2105 cm™ que borresponde a0 estiramento C==C¢ (Figura 41).
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Figura 41. Espectro Raman do composto 9.

‘ Pelo es'pecvtro‘.de” RMN de H observoU—se em 0 3,40 ppm um simpleto
~ que pode ser atribuido aos ,hik‘drogénios’ meﬁlénicos de H-7’ além do simpleto
em 0 3,37 ppm referente ao hidrogénid H-9' evidenciando a obtengéo do

compostog(Figuré 42). -
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: Atravésv do ‘espectro de RMN de *C podem—se destacar os sinais
referentes aos carbonos das posicbes C-8, C-9" e C-7 em 0 79,3; 75,1, e 42,9

ppm respectlvamente além dos' outros sinais caractens’acos da molécula

(Figura 43).
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| Figura 43. Espectro de RMN de *C do composto 8 ‘( CDsOD, 75MHz).

2.4.3. Slntese do 3-aZ|do (metll- B—azrdo- 7a 12a-di hldl’OXI- 5p-
‘, colano-24-ato) 11 o |

A obtengao dos denvados tnazohcos via “click chemistry” envolve uma
reagao entre um derivado com alcino terminal, representado neste trabalho
pelo alcino 5, e um derivado azido, neste caso o acido colico com um grupo
- azido na posigéo 3, sintetizado conforme descrito abaixo.

Para a obtengao de um derivado azido do acido cdlico iniciou-se pelo
‘tratamento do &cido cblico com metanol e acido clondrlco ‘a temperatura
amblente por 24 h levando ao ester 9 com rendlmento quantltatlvo
_ Segmu se por mesnagao da hldroxua sobre a pOSIgao 3 adicionando

trietllamlna sobre uma solugdo de 9 ‘em CH.CIl, a 0°C. Cloreto de
| _metanossulfomla em CH.Cl, foi adnc:onado lentamente durante 10 min. -
- Prosseguiu-se com extragao usando CHzClz e HzO a fase orgamca foi lavada

.com NaHCO3, agua e sal. O solvente fo: ellmmado sobre pressao reduzida e o"
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C'oi*nposto obtido foi purificédo pdr coluna cromatogréﬁca usandd uma mistura
’ehw escala gradiente de polaridade de hexano/AcOEt para se -obter o produto
' purd 10 com 70% de rendimento. | _ |
» ~ Para uma solucédo de 10 em DMF foi adicionado azida sodica. A mistura
- reagente foi mantida sob agitacdo constante a 120°C por 36 horas. Apés
r'em'o'géovdo solvente em rotaevaporadvor ‘sob preéséo' reduzida realizou-se
extragao liquidofliquido usando ACOEH;O. A fase organica foi removida no
rotaevaporador e o residuo obtido foi purific_:ado' por CCS usando como eluente
uma mistura gradienté’_ de polaridade de héxano/AéOEf para obtengéo do

. composto puro 11 com 70% de rendimento (Figura 44).

o = oH %
- OCH,
 CH;0H
___'——»
HCL ta,24h - )
. HOY /OH
. H
(C;Hs)sN, CH,Cl, 0°C
MsCl
2h
OHi = 2 25
=~ > 24 OCH3 )
NaNj, DMF,
120°C, 24h .
: . MsO

70% : : ‘ 70%

Figura 44. Rota sintética para obfencdo do metil- 3B—azido—7a,7 2a-dihidroxi- 5(3-

' colano-24-ato 11.

As Carécterizagées dos compostos_ 9, 10 e 11 foram feitas através de ponto

de fusao, IV, RMN de 'H e RMN de *C e estao de acordo com a literatura.”> "
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Caracterizagdo do Metil130(,70(,1Zaétriidroxi-5B-colano-24—ato (9)
"No espectro de lnfravermelho do composto 10, verlflcou -se a presenga

das bandas em 3384 Cm'1 2931 cm™ e 1739 cm referentes aos estiramentos

O-H, C-H aIIClchco e C O de esteres respectlvamente

90

Transmitan{c.;'ia‘ (%)

R T B I . ) : ‘| . I .'vl
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Figllra'45. Espectro de |V do Compchto 9

Por mtermedlo do espectro de RMN de 'H do composto 9 (Figura 46)
observou-se a presenga dos multlpletos em 3, 94 e 3,79 ppm que podem ser
atribuidos aos hldrogenlos H-12 e H-3 bem como o simpleto em 3 3,58 ppm
' referente aos tres hldrogenlos de H- 25 alem dos sinais caracteristicos do &cido

colico.
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Capitulo 2

DiiHZ

:.pectrum11(1H) 3
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Figura 46. Espectro de RMN de "H do composto 9 (CDCl;, 300MHz)

-Por}nﬁeio do espéc’trd de RMN de *=C do .composto 9 (Figura 47)
observou-se a presenca dos carbonos das p05190es C-24,C-12,C-7e C-3em

0174,7;72,9; 72,1 e 68, 2 ppm respectlvamente além dos smals caracterlstlcos :

do aCldO colico.

B séec‘.rum 1.1 (13C) 76MHz. -
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Figura 47. Espectro de RMN de *C do composto 9 (acetona deuterada, 75MHz)
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Caracterlzagao do Metll-3a-mesﬂom-7a 120( diidroxi- SB-coIano-.
“ato (10) | |

No espectro de IV db cofnpoéto ig'(Figura 48) destaca-se a presenca de
bandas em 1348 e 1172 cm™ caracteristicas de estiramentos SOz, bem como a
presenca de bandas em 916-738 em™ vcéracte“risticas ‘de estiramentos

referentes a varias deformagées axiais do sistema S-O-C.

50

life]
X .
ni

' _Tran_smit_anCia (%) |

. ! . I . | ,
4000 _ 3000 2000 1000

Numero de onda (cm'1)

Figura 48. Espectro de IV do composto 10.

Por meio do espectro de RMN de "H do composto 10 (Figura 49)
destacam—se os multipletos em & 4‘50 ‘pphﬁ referente ao hidrogénio de H-3, e
em 0 4,11.e 3,99 ppm que podem ser atnbmdos aos hidrogénios H-12 e H-7 -

: bem como o snmpletos referentes aos trés hldrogemos de H-25 em & 3,67 ppm
e de H-26 em 0 2,99 ppm, alem dos outros sinais caracteristicos do restante do

acido célico.
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Figura 49. Espectro 'de RMN de *H do composto 10 ( CDC/3, 300MHz).

No espectro'de RMN de **C (Figura 50) observa-se a presenca do sinais

referen{es aos carbonos das posigdes C-24, C-12, C-7e C-3em 0 175,2; 83,1;

728e 72,1 ppm respéctivamente.q
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' Figura 50. Espectro de RMN de ™C do compbsto 10 (CDCls, 75MHz).
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Caracterlzagao do 3-azxdo (metll- 3ﬁ-az:do- 7a 12cr-dlhldrox1-
| 5,B-colano-24-ato) (11) |

No espectro de IV do composto 11 a dlferenga marcante com o0s
' espectros dos produtos das etapas anteriores foi a presenga da banda em

2098 cm’ referente ao es’uramento referente ao grupo az:do Ns.

Transmitancia %

10 s , : — r— ; — ; ; : :
4000 3500 3000 . 2500 © 2000 1500 1000 500

_nimero de onda (cm™)

' Figura 51. Espectro de IV do composto 11.

Por meio do éspectfo de RMN de 'H do composto 11 (Figura 52)
observaram-se 0s mulﬁpletos em 0 393 ppm, referente ao ‘hidrogénio de H-12,
e entre o 3, 85 e 3 81 ppm que podem ser atribuidos éos hi’drogénios H-3 e H-7

‘bem como 0 snmpleto referente aos trés hidrogénios de H-25 em & 3,61 ppm

alem dos outros sinais caractenstlcos do acido cohco
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bpectrum‘ll(t JUUNHzZ

if“i

o5}

i Figura 52. Espectro de RMN de "H do compost_o:'l_z ( CDC/g, 300MHz).

No espectro de RMN de 13C (Flgura 53) observou- -se a presenca dos
smals referentes aos carbonos das pOSIgoes C-24, C-12,C-7e C3em?d
174 5,728, 68,1e 59 7 ppm respectlvamente eVIdenCIando que houve um
deslocamento de C- 3 para mals prox1mo do TMS devido a substituicao da

hidroxila pelo grupo aZIdO delxando tal Carbono mais bhndado

ppm
206.19
174,54,

8+
N

M,.»-,»..n|-«»-,.-«-g,:.v,q:‘:|.‘:v~».».v
P 200 180 160 140 . N 120 100 80 60

v Figura’ 54. Espectro de RMN de *C do composto 11 (ace_tbne deuterada, 75MHz).
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2.4.4. Procédime'nto Geral Para a Cicloadigéo

| Na obtencéo do derivado triazolico 12 via “click chemistry” ‘usou ‘o alcino
terminal 5 e o azido 11.
O alcino terminal 5 e o denvado azido 11 foram dissolvidos em

DMSO/H,O, a esta solugao CuSO4.5HzO e ascorbato de sédio sdo
adicionados. A mistura reagénte foi deixada em agitacdo constante éob
températura ambiente por"96, horés. O precipitado formado foi .ﬁltrado e
- pUriﬁcado através de CCS Usa.n‘do como eluente uma mistura gradiente de
_ MeOH/CHzClz para obtencdo do composto 12 referente ao conjugado
" ammoqumolma/acndo célico com rendlmento de 70% (Flgura 55). O composto
12 foi caracterizado através das tecnlcas espectroscoplcas de'RMN de 'H e de

3G & HMRS.

OH =

o HN ' , - HN/\(\,N H
| R TN o M= H.
N, 12—
cl N - N .
5 ‘ 13

i. Reagentéé e condigc”)es: CuS0y. 5H,0, ascorbato de sc')dio, DMSO/HQO, t.a., 96 h, 60%

’Flgura 55. Esquema de sintese do Conjugado ammoqumolma/amdo colico unidos por

1,2, 3-triazol-1,4- dissubstituido 12.
Caracterizagao do Composto 12

‘4 Ponto de fusao 128°C
“No espectro de IV do Composto 12 nota se a presenca da banda em 3338
cm™ atribuida ao es’uramento de amina aromatlca a presenga da banda em
| ‘2933 cm referente ao estlramento C-H allfatlco e também destaca-se a

presenga da banda em 1581cm relacmnada ao estlramento das hgagoes C=C

eCN
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" Transmitancia %
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FigUfa 56, Espetro debl V do cofnpoéto 12.

Por meio especfro de RMN de H do composto LZ_ foi possivel observar,
- além dos sihai‘s referentes ao anel quinolinico, o hidfogénio do 1,2,3-triazol em
5 8,02 ppm, bem como o sirh’p’leto do grupo metilénico H-1” vizin'ho ao triazol
em 0 4,68 ppm e os sinais referentes aos grupos metilénicos da porgéo acido

- colico (Figura 57)

] - UUJU [W*U” "J\MMLW.M
EECLNEIE f:% SR Iﬁﬁl f“\*] A8 o l"l)ﬁr'] F‘zf ?fﬁf’ﬁ

pﬁ""""""" ...... — [ ———— T
m B B T [ I 4 3

Flgura 57. Espectro de RMN de ’H do oomposto 12 (CDgoD 300MH2)

o
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| De acordo com analise do espectro de RMN de C foram observados os sinais

referentes aos carbonos do anel quinolinico e dos dois carbonos do triazbl bem
“como sinais referentes aos carbonos metilénicos da porcao acido célico (Figura
58). | | |

deepakv Sfacy

rew

-'(‘«.{?'i‘ -

—

=)

C-triazol

Flgura 58. Espetro de RMN de **C do Composto 12 ( CD3OD 75MHz)

Pelo espectro de massas HMRS observou -se 0. pico correspondente a
massa [M+H] 664,3825 m/z (Flgura 59) que esta de acordo com o valor

calculado, confirmando desta forma a massa molar do composto 12.

1, TOF MS £5+

oy _ : 8643625 14984
%.
"5532609 Co - B ' ~ ‘ o7

o 3 o : 4208 S

0 B I RSt ST § L AR e T 1y fig
s 550 %5 510 W5 0 r»as ®0 55 600 605 610 65 6. 6% sso aa= e 645 & 635 60 665 570 575 0 6% -

- ¥ingmam 5,00 : ' ©=LS ’

*‘axmul 100,06 . . 20040. 5D 50.9 )

vass WA Cale. Mess  mha B DB Score Sormile

£64.3626 100,00 €84.2630 - -0.5 -0 S 1 LSS NS O4CL

- Figura 59. Espectro de massas (HMRS) do composto 12.
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2.5. Conclusoes

Foram obtidos quatro derivados quinolinicos aminados com extensao de
cadeia possuindo um alcino terminal (compostos 5, 6, 7 e 8). Foi preparado
também um derivado azido de &cido colico (composto 11) e, finalmente,
obteve-se um derivado de quinolina conjugado com &cido coélico através da
reacdo do tipo “click chemistry”. Os compostos sintetizados foram
caracterizados através de ponto de fusdo, Raman ou IV, RMN de "H e RMN de
- BC. Os cdmposto 5 e 12 foram também caracterizados por espectrometria de
massas.

‘Os compostos sintetizados foram testados em crescimento de leishmania
“in vitro” e em plasmodium berghei “in vivo”. Todos apresentaram interessantes
resultados biolégicos e um estudo da relagdo estrutura atividade esta sendo
feito.

Os estudos realizados para conjugacédo de derivados quinolinicos com
acido colico usando a “click chemistry” com conSeqUente obtencdo de novos

derivados triazdlicos podem ser extendidos para outros derivados quinolinicos

e outros esteroides.
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2.6. Parte Experi’mehtal

Os' espectros obti‘dosb pelo mév’todo de espalhamento Raman foram
registrados em RAMAN Brucker modelo FRS com Ft, linha de excitagcdo

1064nm, no Departamento de Quimica, ICE, UFJF.

Métodos Gerais (Vide pagina 41)

2.6.1. Sintese dos,N¥(7-cloroquinolin-4-il)-diaminOaIcaho (_1_-4_)

Uma mistura de 4,7-dicloroquinolina (2,0g, 10,1 mmol) com 50 mmol do
diaminoalcano correspondente (etanodiamina, propanodiamina, butanodiamina
~ou hexénodiaminé) foi deixada jsob aquecimehto a 80°C por 1 hora em agitagéo

e, posteriormente, elevou-se a temgieratura pa‘ra 110°C por 3 horas até qUe se
completasse a reagéao. | | B |

Em seguida, apos veriﬁcédo por CCDS | ‘adiciono.u-s'e CH.CI, assim que
‘a mistura reég’ente atingiu a temperatura ambiente. A fase organica foi lavada
sucessivas vezes com solugdo aquosa de NaOH (5%) e finalmente com agua
e sal. Através de CCDS, verificou¥se a formagéo de um produtd mais polar. O
- solvente orgéhico :foi remo\)ido sob pressao reduzida e os compostos foram

~ obtidos com rendimentos em torno de 80%.

NH
/ 2
HN/\(CHZ)H _
. 1n=1
\ ©2n=2
3n=3"
= . 4075
cl , N

As caracterizacées estao de acordo com a literatura.® *°
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Caracterizacdo do N-(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina (1)

'FM= CitH12CINg | ' i

MM= 221,69 g/mol

Caracteristica fisica= solido amarelo

Ponto de fusao: 141°C o ,

Rf— 0,2 (MeOH/CH,Cl;) Revelador= U. V

IV (KBr) (cm™): 3356 e 3251 (estlramen’co de N-H de amina), | 3053

(estiramento  C-H aromatico), 2931 (estiramento C-H alifatico), 1583

- (estiramento C=C e C-N). | '

RMN de H (300 MHz, MeOD) & (ppm), J (Hz) 8 33 (1H d, Jz35=6Hz, H- 2)

8,08 (1H, dd, Jgs=? H- 6), 7,74 (1H, s, H-8); 7,37 (1H, d, J5,6—9Hz, H-5); 6,53 |

- (1H, d, J32=6Hz, H- 3)'343 (2H, m, H- 1’)'297 (2H, m, H-2).

- RNIN de "*C (75 MHz, MeOD) & (ppm): 152,5 (C- -2); 149,8 (C 4); 138,4 (C 9);
127,68 (C-7); 126,1 (C-8); 1244 (C-6); 118 8 (C 5) 1043 (C 10); 99,78 (C-3).
'461(C1) 408(C2)

- Caracterizacao do N-(7-c|oroquinolin-4-il)propano-1,3—diamina
(2) |

FM= Cq2H14CIN3 -

MM= 235,09 g/mol

Caracteristica fisic'a= s6lido amarelo

Ponto de fusdo: 97°C

Rf=0,2 (MeOH/CH?_CIz) Revelador- u. V

IV (KBr) (cm™): 3352 (estlramento de N-H de amlna) 3053 (estlramento C-H

aromatico), 2933 (estiramento C-H alifatico), 1585 (estlramento C=CeC- N).

RMN de "H (300 MHz, DMSO) & (ppm), J+(Hz): 8,37 (1H d, J23—6Hz H-2);

8,23 (1H, dd, J65—? H-6);. 778 (1H, s, H8) 754 (2H, m, NH); 7,44 (1H, d,

J56=9Hz, H-5); 646 (1H, d, J32-6Hz H-3); 3,06 (2H, m, H-1); 2,68 (2H, m, H-

3); 1,72 (2H, m, H-2’). ’ ‘

‘ RMN de *°C (75 MHz, DMSO) & (ppm): 151, 8 (C 2) 150,0 (C-4); 148,8 (C-9);

- 130,2 (C-7); 127,4 (C-8); 1286(C 6); 117 8 (C-5); 99,78 (C-3), 40,6(C-1’), 39,5

(C-3'), 31,2 (C-2)).
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Caracterizacao do N-(7-cloroquinolin'-4-il)butano-1,4-diamina

3)
© FM= CygH16CINg
MM= 249,74 g/mol
Caracterfstica fisica= sélido amarelo :
Ponto de fusdo: 123°C |
Rf= 0,2 (MGOH/CH2C|2) Revelador—- u.v.
IV (KBr) (cm™): 3228 (estlramento de N-H de amlna) 3053 (estlramento C-H
aromatico), 2929 (estiramento C-H alifatico), 1581 (estiramento C=C e C-N).
RMN de "H (300 MHz, DMSO) & (p‘p}m), J (Hz): 8,44 (1H, d, J53=3Hz, H-2);
8,36 (1H, dd, J55=12.Hz H-6); 7,64 (1H, ‘s H‘8)" 750 (2vH m, H-5, NH); 6,50
(1H, d, J32=3Hz, H-3); 2,85 (2H, m, H1) 264(2H m, H4) 1,71 (2H, m, H-2');
153 (2H, m, H-3"). , . -
| RMN de "*C (75 MHz, DMSO) o (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)). | | :

Caracterizagio do N-(7-éloroquinolin-4-il)hexano-1,6-diamina

(4)

FM= CysHz0CIN;

- MM= 277,79 g/mol | ‘

Caracteristica fisica= sélido amarelo |

~ Ponto de fusdo: 136°C ,

Rf= 0,2 (MeOH/CH:Cl;) Revelador= |ampada U.V.

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

- RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & (ppm), J (Hz): 8,37 (1H, d, J55=6Hz, H-2);
8,29 (1H, dd, J5=9 Hz, H-6); 7‘76(1H s, H- 8)‘ 7,44 (1H, m, NH); 7,31(1H, vd

Js,6= 6 Hz, H-5,); 645(1H d, J3,=3Hz, H-3), 325(4H m, H-1’, H-6"); 165(2H

mH5)133(6HmH2’H3"H4) , o

RMN de *°C (75 MHz, DMSO) & (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’). l
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2.6.2. Sintese dos alcinos terminais derivados de quinolina (5-

9)

Sihtese do 4—amino-7-c|oro?N-(prop-2-iniI)quinolina (5)

Em um balao de 50 mL foram transfendos 209 (10,7mmol) de 4,7-
'dlcloroqumohna em DMF, em segwda adlmonou -se 0,67g (12,2mmol) de
'propargllamlna A mistura reagente permaneceu em agltagao a temperatura
ambiente por 48 horas. Através de’ CCDS, venﬁcou se a formagao de um
‘ produto mais polar. Apos eljmihégéodo sol\/ente‘pelo rotaevaporador o residuo
- foi subme‘udo a purificagao por CCS utlhzando uma mistura de metanol e

dlclorometano em escala gradiente (4: 6) ASSlm obtiveram-se 1 ,53g (7,Tmmol)

de 5 (rendimento 70%)

FM= C12HeCIN,

MM= 216,67 g/mol

3 Caracteristica fisica= s6lido branco

Ponto de fusao 230°C

"Rf=0,2 (MeOH/CHZCIZ) Revelador— U V.

RAMAN (cm™): 3228 (estiramento de N-H de amina), 3059 (estiramento C-H
- aromatico), 2934 (estiramento C-H alifatico), 2105 (estiramento C==C); 1555 e
1338 (estiraméhto C=C e C-N). |

RMN de "H (300 MHz, DMSO) & (ppm), J (Hz): 10,18 (1H, m, NH); 8,68 (2H,
'm, H-2, H-5); 8,14 (1H, s, H-8); 7,78 (1H, dd, Js6= 9Hz, H-6); 6,91 (1H, d, Jz5=
9Hz, H3)441(2HmCJNH)25O(1HsH3) :
RMN de **C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 155,5 (C-4); 143,5 (C-2); 138 9 (C-9);
138,5 (C-7); 127,6 (C-8); 126,5 (C-B); 119,6 (C-5); 116,0 (C-10), 99,8 (C-3),
'788(02) 75,7 (C-3%), 32,6 (C-1"). | ' . :
- ESI-MS (TOF), m/z: tedrico [M+H] 217,0 m/z; expenmental [M+H]" 217,0 m/z.
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'_ Sintese e caracterizagdo do 4-amin0-7,-c'lofo-N-[2-(prop-‘2-
“inilamino)alquil] quinolina (6-8) |

'Em um baldo de 5O mL adicionou-se a aminoquinolina correspondente
(1, 2 e 4) em etanol, prosseguiu-se com adi¢ao de carbonato de potassio e
brOmeto de propargila a 0°C. Manteve -se a misfura reagente sob agitacao
| constante a temperatura ambiente por 48 horas Atraves de CCDS, verificou-se
a formagao de um produto mais apolar. O solvente orgamco foi removido sob -
| pressao reduzida. Adicionou-se 10mL de CH.Cl; e realizou-se extragéo
: liqUido/liqUidb em CHyCl/H;O. Apods destilagao da fase organica realizou-se
purificagao atraVéS de CCS usando vuma mistura. em escala gradiente de
polaridade de CH,Cl,/MeOH (0,3:9,7). Os compoétos 6-8 foram obtidos com

rendimentos em torno de 50%.

HN (CHy)T,
A : §n=i
o In=2 .
s 8n=5
Ci N )
Caracterizagdo 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-inilamino)etil)
quinolina (6): | |
- FM= Cq4H14CIN3

MM= 259,73 g/mol

Caracteristica fisica= 6leo

Rf= 0,4 (MeOH/CHzClg 2:8) Revelador= lampada u.v.

Raman (cm ): 3310 (estlramento de C-H alcino), 13060 (estiramento C-H
aromatlco) 2942 C-H (estiramento C-H alifatico), 2111 (estiramento CC alcmo)
1580 e 1368 (estiramento C=C e C- N) -

RMN de "H (300 MHz, CD;0D) 5 (ppm), J (Hz) 8,36 (1H d Jo3=3Hz, H- 2)
8,10 (1H, dd, Js5=9 Hz, H-6); 7,76 (1H s, H- 8); 7,41 (1H, d, Js6= 9 Hz, H-5);
6,58 (1H, d, J32= 3 Hz, H-3); 35(4H m, H1 eH3) 3,02 (2H, m, H-2’); 2,64
(1H s, H-5). '

f RMN de 13C (75 MHz, CD;0D) & (ppm)' 152,8 (C-4); 152 3‘(C 2); 149,5 (C-9);
1365 (C- 7) 127,5 (C-8); 126,2 (C- 6) 1244(C 5); 998(C 3), 820(04) 73,5
(C5) 473(C1)433(CZ)309(C3) : '
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Caracterizacao do 4-amino-7~cloro-N-(2—(props2inilamino)propil)
quinolina (7) | -

FM= C45H1sCIN3

MM= 273,76 g/mol

Caractenstlca flSlca-- oleo | , ‘

Rf= O 4 (MeOH/CH2C122 8) Revelador— lampada U V.

" Raman (cm™): 3069 (estlramento C-H aromatlco) 2942 (estiramento C-H
| alifatico), 2124 (estlramento CC alcino), 1619 e 1374 (estlramento C=C e C-N).
RMN de "H (300 MHz, DMSO) o (ppm), J (Hz): 8, 11 (1H, d, J23—3Hz H-2);
7,81 (1H dd, Jgs5=9 Hz, H6) 752 (1H, s, H-8); 7,17 (1H, d, J56—- 9 Hz, H-5);
6,29 (1H, d, Js 2= 6 Hz, H-3); 319(2H m, H-1); 3,07 (1H, s, H-6’); 2,51 (2H m,
H-3), 2,44 (2H, s, H-4), 168(2H m, H-2).

“RMN de **C (75 MHz, DMSO) 6 (ppm): 153,1 (C-4) 152, O (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-5), 75,1 (C-6), 52,3 (C-3), 42,9 (C-4), 42,8 (C-1), 26,41 (C-2)).

Caracterizagdo  4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-inilamino)hexil)
quinolina (8) S
FM= CigHpCINg
~ MM= 273,76 g/mol

' Caracteristica fisica= 6leo ,
Rf=0,4 (MeOH/CH;Cl, 2:8) . Revelador= Iampada U. V
Raman (cm™): 3079 (estlramento C-H aromatico), 2932 (estiramento C-H
alifatico), 2130 (estiramento CC alcino), 1631 e 1374 (estlr_amento C=C e C-N).
RMN de 'H (300 MHi, DMSO) & (ppm), J (Hz): 8,31 (1H', d, J23=6,4Hz, H-2);
8,12 (1H, J56=8,4Hz, H-5); 7,73 (1H, s, H- 8)' 740v(1H dd, Jss= 8,3 Hz, H-5);
6,53 (1H, d, Js,= 6,1 Hz, H3) 3,40 (2H, s, H-7"); 335 (1H, s, H-9'); 2,62 (2H
m, H1) 2,52 (2H, m, H6) 1,73(2 H, m, H-2), 1,46 (6H, m, H-3', H4’eH5)
RMN de **C (75 MHz, DMSO) 6 (ppm): 153,9 (C—4) 151,0 (C-2); 148,1 (C- 9);
1374 (C-7); 126,9 (C-8); 1266 (C-6); 124,8 (C-5); 118,6 (C-10), 99,9 (C-3),
'793 (C-8), 75,1 (C-9), 540 (C6) 444 (C1) 42,9 (C7) 29,5 (C-2), 29,3
(C5)284(C3)282(C-4) : '
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2.6.3. Obtengéo do Azido Terminal Derivado de Acido Célico
Sintese do Metil-3[3,7d,12a—triidroxi-SB;coIano424-ato (9)

“Em um bal&o de fundo r}edondd (100' mL) mantiveram-se 3,1g de acido
colico em metanol e adiciohérafn—ée, lentamente, 20 gotas de acido cloridrico
sob agitacdo constante a 'temperatura. ambiente por 24 horas, levando ao
: combbsto 10 com rendimento quantltatlvo Através de CCDS (Rf=0,3
' Hexéno'/AcOEt, 1:1), verificou-se a -formacdo de um produto apolar. .
Prosseguiu-se com neutralizacao do meio usando NaOH 1N. O solvente
'orgénico f’oibrerynovido'sob presséo reduzida e o residuo obtido foi cristalizado

em acetato de etila. O compostos' 10 foi obtido com rendimento quantitativo

(329).

13,17

As caractenzag;oes estédo de acordo com a Ilteratura
FM C25H4205
MM= 422,6 g/mol =~ B
_ Caracteristica 'ﬁsica= éélidb bfanco |
“Ponto de fuséo: 158 C
Rf=0,3 (Hex/AcOEH 1) Revelador= 20% solugao etandlica de H,SO4
IV (KBr) (cm ) 3384 (estlramento de O H) 2931 (estlramento C-H alifatico),
1739 (estlramento C=0 de ésteres). ‘
- RMN de "H (300 MHz, acetona deuterada) o (ppm), J (Hz) 3,94 (1H, m, H—‘
12), 379(1H m, H-3), 358(3H s, H25) 331 (1H, m, H7) 0,98 (3H, s, H-21),
0,88 (3H, s, H-18), 0,68 (3H, s, H-19).
RMN de *C (75 MHz acetona deuterada) o (ppm): 174 7 (C-24), 72,8 (C-12),
721 (C-7), 68,2 (C-3), 51,5 (C-13), 474 (C-25), 47,1 (C-2), 42,9 (C-14), 426
- (C- 14) 408(08) 406(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).
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' Sintese do 3a,24—dimesiloxi-7a,12a-diidroxi-5[3v-colvano (10)

Em um baldo de 100 mL cohtendo 29_do compostdj_(_)_ (4,92 mmol) em
diclorometano (20 mL) adicionaram-se 6,4 mL de trietilamina (49,2 mmol) a
0°C. Em seguida, 05 mL de cloreto de metanossulfoma (4,92 mmol) foi
" adicionado lentamente a mzstura reagente A solugao reagente foi de:xada em
agitacao por 2 horas a 0°C. Através de CCDS (Rf=0,8 Hexano/AcOEt, 1: 1)
- verificou-se a formagap de um produto apolar. _O. solvente orgéanico foi lavado
co'm' agua e sal. O solvente organico foi removido svob presséo reduzida e o
residud obtido foi purificado por CCS usando uma mistura em escala gradiente

de polandade de Hex/AcOEt (8: 2). Foram obtidos 1 9 g do composto desejado
(rendlmento de 80%) '

13,17

As caracterizagbes estao de acordo com a hteratura
FM= CgsH44O—,~S '
MM= 500, 69 g/mol v
Caracteristica flSlca—— oleo translumdo
Rf= 0,8 (Hex/AcOEt 1:1) Revelador= 20% solugao etanohca de HZSO4
IV (KBr) (cm” ) 3444 (estlramento de O- -H), 2945 (estlramento C-H alifatico),
1732 (estiramento C=0 de ésteres), 1348 e 1172 (es’uramento S0y), 916-738
(estiramentos S-O-C). '
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm), J (Hz): 4 50 (1H m, H-3), 4,11 (1H m,
H-12), 399(1H m, H-7), 3,67 (3H, s, H-25), 299(3H s, H-26), 097(3H s, H-
21),.0,90 (3H, s, H-18), 0,69 (3H, s, H-19). '
~ RMN de **C (75 MHz, CDCI3) & (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).
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Sintese do 3-azido (metil- 3B-azido-, 7a,12a-dihidroxi-  5-
colano-24-ato) (11) '

Em um balao dé 100 mL, adicionou-se numa solUgéo de 11 em DMF
azida sodica. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo constante a 120°C
por 36 horas. Através de CCDS (Rf=0,8 Hexa'ho/AcOEt 1:1), Veriﬁcou -se a
formacao de um produto polar Apos remogao do solvente em rotaevaporador
sob pressao reduzida prossegu:u se com a purificacao atraves de CCS usando
uma mlstura em escala gradlente de polandade de Hex/AcOEt (7:3). Foram

obtidos 1,9 g do composto desejado (rendimento de 80%).

24 .OCH;,3
25

As caracterizacoes estso de acordo com a literatura.’'”

" FM= CasHeiNsOs

© MM= 447,61 g/mol |

Caracteristica fisica= cristal branco

Ponto de fusdo: 175°C

Rf= 0,8 (Hex/AcOEt 1:1) Revelador—- 20% solugao etandlica de H;_SO4

IV (KBr) (ecm’ "): 3550 (estlramento de O-H), 2920 tem-se C-H (estiramento C-
‘H allfatlco) 2098 (estlramento Ns), 1730 (es‘uramento C= -0 de esteres)

'RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) & (ppm), J (Hz): 3,93 (1H, m, H- 12) 3,85 (2H
m, H-3 e H7) 3,61 (3H, s, H-25), 0,93 (3H,s, H21) 0,91 (3H s, H- 18) 0,64
' (3H s, H-19). _ i : '

" RMN de 13C (75 MHz acetona deuterada) 6 (ppm) 174,5 (C 24), 72 8 (C- 12)

681 (C-7), 59,7 (C-3), 59,7 (C-13), 474 (025) 47,1 (C- 2) 42,9 (C- 14) 426

B '(C 14), 408 (C-8), 40,6 (C-9), 354 (C-1), 33,7 (C- 10, C-4e C-6), 28,2 (C- 11),

" - 26,9 (C-10), 237(C 15) 235(C 21) 174(C 19), 128(C 18). ’
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2.6.4. Sintese do conjugado aminokquinolinalét;ido colico: (R)-
metil-4-(( 3S, 5S, 7R, 108,128, 13R, 17R)-3-(4-((7-cloroquinolin-
4-ilamino)m'etil)§1 H-1,2,3-triazol-1 ~il)~hexade¢aid ro-7,12-diidroxi-
10,13-dimetil-1 H-cicIopenta[a]fenan_tren'-1,7-iI)pentanoato (12)

"Em’ um balao de 25 mL, O,170'g‘ (0,78mmol) do alcino (composto 5) e
0,381g (O,85rhmo|) do azido (compdsto 12) foram dissolvidos em .DMSO/HZO_
1:1 (8mL). Para esta solucéo, 0,0109 (0,04mmol) de CuS0O4.5H,0 e 0,062g
(0,31mmol) de ascorbato de sédio foram adicionados. A mistura reagente foi
deixada em agitacéo constante sob temperafura ambiente por 72 horas. O
precipitado formado foi filtrado e através de CCDS (Rf=0,3 MeOH/CHCl,, 2:8),
verificou-se a formac&o de um produto polar. Prosséguiu—se com a purificagéo
através de CCS usando uma mistura em escala gradiente de polaridade de

MeOH/CH,Cl, (1:1). Foram obtidos 0,217g do composto 12 (rendimento de
50%). . -

FM= C37H5,CIN5O4

MM= 664,28 g/mol
Caracteristica fisica= cristal amarelado
: Ponto de fusao: 128°C - |

Rf— 0,3 (MeOH/CH,Cl, 2:8) Revelador— lampada UV
‘IV (KBr) (cm” ) 3338 (es‘uramento de amlna aromatlca) 2933 tem-se C-H
‘ (estlramento C-H ahfatlco) 1581 (estlramento C=Ce C N) |
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RMN de 'H (300 MHz, acetona deuterada) & (ppm), J (Hz): 8,38 (1H, d, Jz5=
- 4Hz, H-2); 8,18 (1H, d, J56=6 Hz, H-5); 8,02 (1H, s, H-‘triazol); 7,84 (1H, s, H-8);
. 7,50 (1H, d, Js5= 6 Hz, J-2Hz H- 6)' 6,69 (1H, d, J32= 4 HZ H-3); 4,68 (2H, s,
H-17); 3,98 (1H, s, H -12), 375 (1H, s, H7) 3,60 (3H s, H25) 1,02 (3H,d, J=
6Hz, HZO) 0,92 (3H, s, H-18), 068(3H s, H-19).

RMN de °C (75MHz, acetona deuterada) & (ppm): 155,3 (C-4'); 147,4 (C-2');
144,2 (C-triazol); 138,9 (C-9'); 138,1 (C-7'), 127,6 (C-8"); 125,4 (C-6"); 123,9 (C-
triazol); 123,3 (C-57); 117,8 (C 10’)‘ iOO 3 (C-3), 73,9 (C"12) 68,8 (C-7), 58,6
(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), 354 (C- 1) 33,7 (C-10, C-4 e C-6), 28,2 (C 11) 26,9 (C 10), 23,7
(C15) 23,3 (C-21), 176(C 19), 129(C 18). ) o .

ESI-MS (TOF), m/z: tedrico [M+H]" 664,3 m/z; expenmental [M+H]" 664,3 m/z
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Abstract

We report herein the synthesis and the in vitro antileishmanial evaluation of a series of 6-substituted purines. The most active compounds
against Leishmania amazonensis promastigotes were 6-(3'-chloropropylthio)purine 2 (D.A. Benson, 1. Karsch-Mizrachi, D.J. Lipman, J. Ostell,
B.A. Rapp, D.L. Wheeler, Genbank. Nucleic Acids Res. 28 (2000) 15—18; E.V. Aleksandrova, PM.LE. Valashek, J. Med. Pharm. Chem. 35
(2001) 172—173), 6-(3'-(thicethylamine)propylthio)purine 5, 6-(a-aceticacidthio)purine 7 and 6-(6'-deoxy-1’ ~O-methyl-B-p-ribofuranose)purine

14 with an ICsp = 50, 50, 39 and 29 pM, respectively.
© 2006 Elsevier Masson SAS. All righits reserved.

Keywords: 6-Substituted purines; Antileishmanial activity

1. Introduction

Leishmaniasis is an infection caused by multiple species of
the protozoan parasite Leishmania. This disease is endemic in
some tropical areas of the world and in underdeveloped coun-
tries, with an estimated 1.5—2 million cases per year in 88
countries [1]. Clinical manifestations occur in three major
forms in human: cutaneous, mucocutaneous and visceral,
which are fatal if untreated [2]. Recently, visceralization by
dermotropic species of this parasite has also been reported
as a complication in HIV co-infected persons [3,4].

Chemotherapeutic treatment of leishmaniasis usually relies
on the use of pentavalent antimonials such as sodium stibo-
gluconate (pentostan) and meglumine antimoniate (glucan-
time) that induce toxic side effects together with drug
resistance [3—5]. The second line of compounds used during
the treatment of unresponsive cases generally includes pent-
amidine and amphotericin B [4]. More effective and safer

* Corresponding author. Tel.: +55 32 32293310; fax: +55 32 32203314,
E-mail address: david.silva@ufif.edu.br (A.D. da Silva).

. 0223-5234/% - see front matter © 2006 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

doi:10.1016/j.ejmech.2006.10.014

drugs have been developed, including various colloidal and
lipid formulations and recently the oral drug miltefosine
[3,4,6]. However, the latter drug cannot be given during preg-
nancy and shows severe gastrointestinal side effects [4]. More-
over, its cost represents another limiting factor for a general
use. Other drugs such as paromomycin, allopurinol and sita-
maquine have been reported to exhibit variable cure rates
[4]. Because of these limitations, combined therapies, includ-
ing immunomodulator drugs, could be the best approach to
avoid the emergence of drug resistance.

The inability of protozoan parasites to synthesize purines
de novo is a rational therapeutical strategy for the treatment
and prevention of parasitic disease [7]. Purine and pyrimidine
antimetabolites have been highly successful against many. viral
infections as well as malignancies and show great promise
against protozoal infections as well [8]. However, many ther-
apies suffer from a lack of selectivity, leading to severe side
effects. The selectivity and efficacy of purine antimetabolites
are achieved at two levels: the cell surface transporters that
mediate access to the cell, and the enzymes of the purine met-
abolic pathways that convert the prodrug to the cytotoxic
metabolite, usually a nucleotide analogue [7]. Allopurinol,
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Abstract: Intramolecular N-7 alkylation of 6-substituted purines gave rise to a new series of tricyclic purine derivatives.
The new compounds were evaluated for their cytotoxicity, their antileishmania activity together with their capacity to
modulate NO production in macrophages: As a result compound 1 exhibited a modest activity against KB cells. On the
other hand 4a was active against Leishmania and it diminished NO production of BCG-induced J774A.1 cells.

Keywords: Purine analogues, Antileishmania, Anticancer, NO production.

INTRODUCTION

The purine ring system possesses undisputed biological
importance and it is considered to be one of the most impor-
tant heterocyclic ring in nature [1]. Cells obtain purine
nucleotides through two separate metabolic pathways, de
novo purine synthesis and salvage of extracellular purine
bases and nucleotides [2]. Therefore, de novo purine
synthesis and several enzymes involved in the purine
metabolism  pathway - are important targets for
antimetabolites [2]. Purine antimetabolites have been used in
the development of many potent medicinal agents, which
exhibited antineoplasic, antileukemic, antiviral, antibacterial
and antifungal activities [1-4]. The purine nucleoside analogs
also are used in the treatment of autoimmune diseases [5].
Current evidence indicates that purine analogs alone or in
combination with other chemotherapeutic agents are very
effective against almost any fast-growing cells [1]. - -

In previous works, we have shown that different 6-
alkylthiopurine and purine analogs, prepared and tested for
carcinostatic and leishmanial activity, have proved inhibitory
effects greater than the previously known 6-mercaptopurine
in the absenceof toxic side effects [6, 7]. In this work, we
report the direct substitution of internal nucleophilics on
purines at position 7 using alkyl dihalides and investigate

their in vitro cytotoxicity, antileishmanial activities and NO'

production by macrophage lines stimulated with BCG.

MATERIAL AND METHODS

Chemistry

Melting points were determined on a Kofler hot stage ap-
paratus and are uncorrected. The IR spectra were obtained on

*Address correspondence to this author at the Departamento de Parasitolo-
gia, Microbiologia e Imunologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universi-
dade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, M.G. 36036-900, Brazil; Tel:
+55 32 21023219; Fax: + 55 32 21023214;

E-mail: elaine.coimbra@ufjf.edu.br

1570-1808/08 $55.00+.00

a Shimadzu 470 spectrophotometer (potassium bromide
disks). All structures were confirmed by *C-NMR and 'H-.
NMR. Spectra were recorded on a Bruker spectrometer, us-
ing tetramethylsilane (TMS) as an internal standard. Elemen-
tal analyses were carried out on a CHN-O rapid elemental
analyzer (GmbH-Germany) for C, H and N, and the results
are within + 0.4% of the theoretical values. Electron impact
mass spectra were measured with an AEI MS 50 mass spec-
trometer. Merck silica gel 60 F254 plates were used for ana-
lytical TLC; column chromatography was performed on
Merck silica gel (70— 230 mesh).

Biological Evaluation
Cytotoxicity Activity

All the compounds were tested on KB (Human epider-
moid carcinoma) and Vero (African green monkey kidney)
cells. These cells were grown in Dulbecco’s modified Ea-
gle’s medium supplemented with 25 mM glucose, 10% (v/v)
fetal calf serum, 100 UI penicillin, 100 pg/ml streptomycin
and 1.5 pg/ml fungizone and kept under 5% CO, at 37°C.
96-wells plates were seeded with 600 cells per well in 200 ul
medium. After twenty-four hours, the compounds, dissolved
in DMSO at a concentration of 10 pg/ml, were added to the
cells for 72 h at a final concentration of 1% in a fixed vol-
ume of DMSO. Controls received an equal volume of
DMSO. After two hours of incubation with the MTS reagent
(Promega, Madison, WI), the number of viable cells was
determined by measuring the optical density of each well at
490 nm with a spectrophotometer. The reference used was
taxotere.

Antileishmanial Activity

Promastigote forms: L. amazonensis (MHOMY/Br/75/
Josefa isolated from a patient with diffuse cutaneous
leishmaniasis) and L. chagasi (MEHOM/Br/74/PP75 isolated
from a patient with visceral leishmaniasis) were used for in
vitro screening. The antileishmanial activity was performed

© 2008 Bentham Science Publishers Lid.
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The immunological activity of macrophages
against pathogens in hosts includes the phagocy-
tosis and the production of nitric oxide. We report
herein the investigation of the effect of 6-carbo-
xymethylthiopurine on nitric oxide production by
murine macrophages as well as its effect on the
cell viability and proliferation after stimulus with
Mycobacterium bovis bacille Calmette-Guérin,
interferon-gamma or a combination of both.
J774A.1 macrophages stimulated or not by bacille
Calmette-Guérin (20 yg/ml), interferon-gamma or
both, were cultured in the presence of 6-carbo-
xymethylthiopurine (125, 250 and 500 um). Nitric
oxide production was measured by the Griess
method and cell viability/proliferation by the
diphenyltetrazolium assay [3-(4, 5-dimethylthiazol-
2-yl}-2, 5-diphenyltetrazolium bromide]l. We
observed an increase of J774A.1 cell proliferation
.after stimulus with bacille Calmette-Guérin at
125, 250 and 500 ym (69.1, 124.0 and 89.7%,
respectively) and with interferon-gamma at 125
and 250 ysm (64.8% and 61.7%, respectively)
{p < 0.05). In all cultures treated with 6-carbo-
xymethylthiopurine, interferon-gamma-activated
nitric oxide production by J774A.1 cells decreased
as well as when subjected to interferon-gamma
plus bacille Calmette-Guérin stimuli at 500 um
{p < 0.05). Altogether these data point to an anti-
inflammatory effect of 6-carboxymethylthiopurine
on stimulated macrophages.

Key words: 6-carboxymethylthiopurine, immunological activity,
inflammatory response, macrophage, nitric oxide
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B-Mercaptopurine (6-MP) (Figure 1) is an orally administered, water-
insoluble purine analog that is effective against acute lymphatic
leukemia (1). Oral absorption of 6-MP, however, is quite erratic, with
only 16-50% of the administered dose reaching the blood {2). With
the goal of obtaining 6-MP derivatives more soluble for parenteral
administration, various compounds were synthesized {3,4).

6-Mercaptopurine is a B-thiopurine analog of naturally occurring
purine bases: hypoxantine and guanine. It is a phase-specific drug,
inhibiting cell division in the S-phase of the cell cycle and it is a
prodrug requiring intracellular activation by thiopurine nucleotides
to exert an antileukemic effect (5). 6-Mercaptopurine inhibits phos-
phoribosylpyrophosphate  amidotransferase by methylthicinosine
nucleotides thus inhibiting de novo purine synthesis. Therefore,
there is a purine deprivation, leading to an inhibition of DNA
synthesis, decreased cell proliferation and antileukemic effect (6).

6-Mercaptopurine is an antimetabolite, which has been widely
applied to treat childhood acute lymphoblastic leukemia, as well as
being a major component of remission maintenance treatment {7,8).
Although 6-MP and its prodrug azathioprine {AZA) have been used
in clinical practice as immunosuppressive drugs for more than
20 years, their mechanism of action is little known. This is largely
because of the fact that they are by themselves inactive and must
be transformed intracellularly into active B-thioguanine (6-TG)
metabolites {9). 6-Thioguanine may be used to treat AZA and 8-MP-
intolerant inflammatory bowe! disease patients because 6-TG is
considered to be an escape maintenance immunosuppressant {10).
6-Mercaptopurine and AZA act on T and B-lymphocytes in vitro,
inhibit the expression of surface receptors and block mitogen-stimu-
lated immunologic response. Low doses of 8-MP are applied to the
treatment of ulcerative colitis, Crohn's disease and multiple sclero-
sis (11-13). ’

Different 6B-alkylthiopurine and analogs were prepared and tested

for the carcinostatic and leishmanial activity and have more proven
inhibitory effects than the previously known 6-MP and have no toxic
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Figure 1: Structure of 6-mercaptopurine.
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