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Resumo Geral

A dissertacdo de mestrado intitulada Sintese e Avaliagao 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 formagado de novos derivados
triciclicos de 6-mercaptopurina (6-MP) obtidos por N-7 alquilagdo

intramolecular, bem como a obtengao de S-analogos de 6-MP.

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

(Figura abaixo), usando “click chemistry”.
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— H /
PN NH /7T N
HN™ (CHp) 7 2 HN HN/\(CH:]
X X SN
~ =
cl N cl N ci NZ
1n=1 5 6n=1
2n=2 7n=2
3n=3 8n=5
4n=5

Cl N

Pretende-se também mostrar neste trabalho os resultados das

avaliagdes bioldgicas dos compostos sintetizados em parasitos (malaria e

leishmaniose).
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Abstract

This dissertation entitled Synthesis and Biological Evaluation of
Cyclical Derivatives of Thiopurine and Quinolines Derivatives Conjugated
with Cholic Acid via “Click Chemistry” was divided in two chapters that
describe the synthesis of compounds with potential anti-parasitic activity.

The first chapter describes the synthesis of 6-mercaptopurine (6-MP)
derivatives (Figure below) with the objective obtaining new tricyclic rings via

intramolecular N-7 alkylation, as well as obtaining similar the analogs of 6-MP.

NKS\ ps s g
<\Nfﬁ <\ij ag

N
1 " 2 N H 3
(\S S/\”/OH
N SN o)
HX N S
< f\ %4 N
i (A
da X=F :
4b X=CI
4c X=Br

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).
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— H /
PN NH /7T N
HN™ (CHp) 7 2 HN HN/\(CH:]
X X SN
~ =
cl N cl N ci NZ
1n=1 5 6n=1
2n=2 7n=2
3n=3 8n=5
4n=5

Cl N

This work also shows the results of of selected evaluations compounds

biological Plasmodium and Leishmania.
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Lista de Abreviaturas, Siglas e Simbolos

AIDS -Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
AcOEt -Acetato de etila

cm-’ -Centimetros reciprocos

CCS -Cromatografia em coluna de silica
CCDS -Cromatografia em camada delgada de silica
CDCl3 - Cloroférmio deuterado

6-CMMP -6-carboximetiltiopurina

COSY -“Homonuclear Correlation Spectroscopy”
o) -Deslocamento quimico

d -Dupleto

dd -Dupeto duplo

DEPT -“Distortionless Enhaced Polarization Transfer”
DMF -Dimetilformamida

DMSO -Dimetilsulfoxido

ES -Eletro Spray

EtOH -Etanol

FM -Formula molecular

g -Grama

°C -Grau Celcius

J -Constante de acoplamento

HMBC -Heteronuclear Multiple Bond Coherence
HMRS -Higth Resolution Mass Spectroscopy

Hz -Hertz

v -Infravermelho

hs -Horas

m -Multipleto

MeOH -Metanol

MeOD -Metanol deuterado

mm -Milimetro
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mL

MM

Mmol

m/z

6-MP

OMS

ppm

rf

RMN de 'H
RMN de *C
]

t

t.a.

uv

-Mililitro

-Massa molar

-milimol

-Razdo massa/carga

-6-mercaptopurina

-Organizagédo Mundial de Saude

-Partes por milhao

-Fator de retencéao

-Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
-Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono Treze
-Simpleto

-Tripleto

-Temperatura ambiente

-Ultravioleta
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Capitulo 2
— H /
~ NH 2 N
HN">(CHy) - NH2 HN HN" N (CH)
X X X
~ Z
cl N o N cl Nig
in=1 5 6n=1
2n=2 7n=2
3n=3 8 n=5
4n=5

OCHj

“OH HN NN

H H
1 N=N 12

Cl
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Resumo do Capitulo 1

O capitulo 1 descreve a sintese de derivados ftriciclicos 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
obtengcdo de novas moléculas para estudo biolégico em crescimento de
parasitoses como a leishmaniose.

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

A obtencgao do 6-carboximetiltiopurina (6-CMMP, composto 5) foi possivel
através da reagao de alquilagcao entre 6-MP e acido cloroacético.

Os compostos sintetizados foram avaliados biologicamente para

verificagcao de suas propriedades terapéuticas.
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1.1. Introdugao

A leishmaniose € uma doenca infecciosa zoonética que afeta homens e
animais. Em 1571, Pedro Pizarro relatou que os povos situados nos vales
quentes do Peru eram dizimados por uma doenga que desfigurava o nariz, a
qual foi posteriormente caracterizada como leishmaniose. A importancia desta
doenga era tamanha, que as deformacgbes provocadas chegaram a ser

registradas em pecgas ceramicas por artistas da época’? (Figura 1)

Figura 1. Foto de uma peca arqueolbgica equatoriana pertencente ao museu

de Rietberg em Zurich. Pode ser comparada com a leséo nasal de uma crianga.

As leishmanioses sao infecgdes causadas por multiplas espécies de
protozoarios do género Leishmania que, de acordo com a espécie podem
produzir manifestacdes cutaneas, mucocutaneas e viscerais.>*

A forma cutanea é a forma mais comum e se apresenta com lesdes

nodulares n&o-ulcerativas encontradas principalmente na face, bragos e

20
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pernas. As lesdes podem resultar em deficiéncia fisica e cicatrizes

permanentes (Figura 2).>°

Figura 2. Foto de criancas com leishmaniose cutanea.

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).

Figura 3. Foto com portador de leishmaniose mucocutéanea.

A leishmaniose visceral, também conhecida como “Febre Negra” ou
Kala-Azar € a forma mais grave e pode ser fatal se nao tratada. Ocorre
predominantemente em criangas e também como infeccdo oportunista em
pacientes imunodeprimidos como aqueles infectados por HIV.2° As leishmanias
danificam os 6rgaos ricos em macrofagos como bago, figado e medula éssea.

Os sinais clinicos sao inespecificos e incluem anorexia, febre, emagrecimento,
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hepatoesplenomegalia, epistaxe, diarréia e tosse. Os achados clinicos incluem
anemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, leucopenia e trombocitopenia.
(Figura 4)."3°

Figura 4. Foto de crianga de quatro anos com leishmaniose visceral.

Transmissao

A principal forma de transmissdo da doenga para os hospedeiros
vertebrados ¢é feita por meio da inoculagdo das formas promastigotas
infectantes durante a picada do inseto vetor popularmente conhecido como
mosquito palha, birigui ou tatuquira. Consistem de varias espécies do género
Lutzomya (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo), que s&o pequenos
mosquitos, com 1 a 3 mm de comprimento (Figura 5). Somente as fémeas séo

1,10

hematofagas '~ (os machos se alimentam de néctar das plantas). Entretanto,

outras possibilidades de transmissdo ja foram descritas tais como a via

cutanea, placentaria, venérea e a transfusdo de sangue'"'%,
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©T. Evans 1996
Figura 5. Foto do mosquito palha, vetor transmissor da leishmaniose.

As fémeas dos mosquitos ao picar o animal portador da doenca, aspiram
macrofagos parasitados ou amastigotas livres no sangue ou tecidos e podem,
assim, transmitir a doengca ao homem. Os mamiferos portadores de
leishmaniose sdo geralmente preguiga, tamandua, roedores, raposa, caes e
outros. Apos a inoculacdo nos hospedeiros mamiferos, as promastigotas
infectantes ligam-se aos macréfagos por meio de diversos receptores celulares,
sendo subsequentemente fagocitadas e se localizam em um vacuolo que se
funde com lisossomas, denominado vacuolo parasitéforo. Os parasitos
sobrevivem a fagocitose e sofrem diversas transformagdes metabdlicas, 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).""°

flebotomas flebotomos
\/
X \/

iy
o

\mednres /
._\___,_',_:-"'
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Figura 6. Ciclo de transmiss&o da leishmaniose.

Resultado da Infeccao

O resultado de uma infeccdo com leishmanias pode tomar dois cursos:
Na maioria dos casos o sistema imunoldgico reage eficazmente pela produgao
de uma resposta citotoxica que destréi os macrofagos portadores de
leishmanias. Nestes casos a infecgao € controlada e os sintomas sao leves ou
inexistentes. No entanto, se o sistema imunolégico escolher antes uma
resposta com producado de anticorpos, ndo havera eficacia na destruicao das
leishmanias que se escondem no interior dos macrofagos, fora do alcance dos
anticorpos. Nestes casos a infec¢do progride para a leishmaniose visceral, que
€ letal em muitos casos, ou no caso das espécies menos virulentas para
manifestacdes mucocutaneas mais agressivas e cronicas.’

Naturalmente que um individuo imunodeprimido ndo reage com resposta
imunitaria vigorosa, e estes, especialmente os soro positivos, desenvolvem
progressdes muito mais perigosas e rapidas com qualquer dos patc’>genos.‘3"8

Em Portugal, Espanha, Italia 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 promastigota, e essa, uma vez introduzida nos

mamiferos através da picada, transforma-se na forma amastigota devido a

varios processos metabdlicos (Figuras 7 e 8)."
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Figura 7. Forma promastigota. Figura 8. Forma amastigota.

Areas Endémicas

A leishmaniose prevalece nos quatro continentes, principalmente em
algumas areas tropicais e subtropicais do mundo se estendendo desde a
América Central e do Sul até os paises mediterraneos, Africa, Asia central,
india e China. De acordo com a OMS, a prevaléncia mundial das leishmanioses
€ cerca de 14 milhdes de pessoas infectadas, e a incidéncia anual é estimada
entre 1,5 a 2 milhdes de novos casos em 88 paises.'® Esta doenca com lesdes
desfigurantes, e as vezes fatal, levou a OMS a inclui-la entre as seis doencgas
mais importantes do mundo e segunda doenga de importancia publica.?® No
Brasil estdo presentes na regidao norte, nordeste e sudeste, e vem

apresentando franca expansao pelo pais."??

Tratamento

Nao ha vacina contra as leishmanioses, assim como ainda nao ha para
quaisquer doencas parasitarias humanas. Portanto, o controle baseia-se
principalmente no combate aos insetos vetores e aos reservatérios, medida
dispendiosa e nem sempre praticada em paises subdesenvolvidos."?

Em média, existem aproximadamente 25 compostos usados em clinica
médica com acdo antileishmanial, mas poucos sao classificados como
farmacos que podem ser utilizados pelo homem. °

O tratamento de primeira escolha envolve o uso de antimoniais
pentavalentes como glucantime (Figura 9), que administrados por via
parenteral apresentam elevada toxicidade e sdo ineficazes em muitos

casos.®

NHCH; [(HO),Sb,0
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Figura 9. Estrutura quimica do glucantime (tratamento de primeira escolha).

Tem-se como drogas de segunda escolha a anfotericina B e a isoniazida
pentamidina, as quais apresentam desvantagens similares. Outras drogas tém
sido desenvolvidas, incluindo varias formulacbes lipidicas e coloidais, e
recentemente a droga oral miltefosina (Figura 10). No entanto, apesar de ser
mais eficiente e apresentar menos efeitos colaterais, tal medicamento é

ineficaz para alguns tipos da doenca.'®™
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CHg(CH2)14CH20TO(CH2)2N+(CH3)3

OH

Miltefosina

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

miltefosina.

Os antimetabdlitos de purinas e pirimidinas tém sido altamente ativos em
muitas infecgdes virais e mostram ser uma 6tima alternativa ao combate de
doencas parasitarias." O alopurinol (Figura 11) é um andlogo da base
purinica usado por décadas para o tratamento de varias manifestacbes de
leishmaniose, sendo vantajoso especialmente por sua administragdo oral e

baixa toxicidade, porém existem muitas controvérsias quanto a agado desta
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droga no controle da infecgdo e, além disso, € ineficaz em alguns tipos da

5,6, 14
(@]
N NH
{ ﬁ
N Z

Figura 11. Estrutura quimica do alopurinol.

doenca.

Desta forma, faz-se necessario o desenvolvimento de farmacos mais
eficazes para o tratamento da doenga, pois todas as drogas existentes
apresentam algum tipo de limitagdo, tais como resisténcia do parasito,
toxicidade e alto custo.>'®> No entanto, a industria pouco tem contribuido no

desenvolvimento de novos medicamentos antileishmaniose.
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1.2. Justificativas

E bem conhecida a acdo da 6-mercaptopurina (6-MP) como agente
anticancerigeno. Sua agao através da inibicdo da sintese de acidos nucléicos
justifica sua propriedade anticancerigena, sua atividade imunossupressora,
antiparasitaria e antiinflamatéria.’>'®"’

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

para o tratamento e prevengédo de doengas parasitarias®'"'® (

Figura 12), o que
motiva o desenvolvimento deste projeto de pesquisa. Desta forma, justifica-se
a obtencdo de novos derivados triciclicos 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.

N
O\
N 78 OCH S/Y "
\—N (@) 3 N \N o
]
=
N
H H H N
HO OH
NH
S/\/\CI 3/\/\3/\/ 2
N XN N XN

<) Sy

p
z
Iz
z

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

antiparasitéria.®™®
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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 obtencdo de derivados triciclicos de 6-MP
através de substituicdo nucleofilica intramolecular de purinas na posi¢cédo 7
(Figura 14) e propds-se também sintetizar o 6-carboximetiltiopurina, composto
5, (Figura 15) a partir da reagdo da 6-MP com acido cloroacético, pois esta

molécula vem apresentando importantes resultados biolégicos.®'®

N X N N N Ny
L LJ B

Figura 14. Compostos triciclicos derivados de 6-MP propostos.
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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 inibigao.%*®
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1.4. Resultados e Discussoes

1.4.1. Sintese, caracterizagao e avaliagcao biolégica de novos
derivados ftriciclicos de 6-mercaptopurina obtidos por

alquilagao de N-7 intramolecular

Os compostos triciclicos de 6 e 7 membros derivados de 6-MP obtidos
mediante substituicdo nucleofilica intramolecular foram sintetizados (Figura 10)

e estdo descritos a seguir.

SH S'Nat CI/\/\S
N
-
‘ EtOH, 1h ‘ EZEH oo,
= \
N N N N
3
CICH,CH,CI - DMF, 80°C
EtOH, 80°C, 72h l CDI%/:"??';zCHZBr NaX

UG EES!
AJ O “X<\N\)

X
X
c X

5l

I-bl-b-b
1
wg'ﬂ

Figura 10. Esquema de sintese dos derivados triciclicos de 6-MP.

Sintese e caracterizacao do 7,8-diidro-(1,4)Tiazino(3,2,4-

h)purina 1
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Apos a preparacdo do sal sodico de 6-MP pela reacdo entre 6-
mercaptopurina e NaH em EtOH mantida em agitagdo constante a temperatura
ambiente por 1h, transferiu-se a mistura para um baldo contendo 1,2-
dicloroetano em EtOH. A mistura reagente foi deixada em agitagdo constante a
80°C por 72 horas. Apds evaporacao do solvente no rotaevaporador fez-se a
purificacdo através de coluna cromatografica de silica (CCS) usando como
eluente uma mistura gradiente de MeOH/CH,CI, resultando na obtengao de um
sélido branco que foi caracterizado como o triciclo 1 com rendimento 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.

SNa* (\S
N
Vi XN NaH.EtOH / \N CICH,CH,CI .
‘ ) EtOH, 80°C. 72h \ )
N
H

Figura 17. Esquema de reagcéo para obtengdo do composto 1.

No espectro de infravermelho (Figura 18) observou-se a presenca das
bandas em 3083 cm-' (estiramento C-H aromatico), 2980 cm-' (estiramento C-
H alifatico) e 1609 cm-" (estiramento C=C e C-N).
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Figura 18. Espectro de 1V do composto 1.

No espectro 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 & 5,07 e 3,90 ppm foram observados dois

tripletos que podem ser atribuidos aos metilenos H-2' e H-1’, respectivamente.

Figura 19. Espectro de RMN de 'H do composto 1 (CDs;0D, 300MH?z)

Através do espectro de RMN de *C (Figura 20) observou-se a presenga
dos sinais referentes aos carbonos do anel purinico, bem como os dois sinais
relacionados aos dois grupos metilénicos C-2’ e C-1" em & 57,2 e 31,9 ppm,

respectivamente.
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Figura 20. Espectro de RMN de C do composto 1 (CD3;0OD, 75MHz)

Pelo espectro HMBC (Figura 21) pode-se observar as correlagbes entre
H-8 com C-2'.
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Figura 21. Mapa de contornos HMBC do composto 1.
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A determinagao de espectrometria de massas HMRS mostrou picos em
[M + H]" igual a 179,0379 m/z (calculado 179,0313 m/z) e [M+ Na]* 201,0209

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

composto 1.

0- —r——r— B T e S T » - T
BT . 185.0 180.0 1850 200.0 2050 2100 2150 200 250

Figura 22. Espectro de massas HMRS do composto 1.

Sintese e caracterizagao do 8,9-diidro-(1,4)Tiazepino (3,2,4-

h)purina 2

Uma solugcdo de sal sodico de 6-mercaptopurina preparada como

descrito anteriormente, foi transferida para um baldo volumétrico contendo uma

solugcdo de 1-bromo-3-cloropropano em DMF. A mistura reagente foi deixada

em agitacdo constante por 48 horas a temperatura ambiente, em seguida o

solvente foi eliminado sob pressao reduzida e o sélido obtido foi purificado

através de CCS usando uma mistura de MeOH/CH,CIl, em escala gradiente

para fornecer o composto 2 (69% de rendimento).
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Figura 23. Esquema de reagdo para obtengdo do composto 2.

O composto 2 foi caracterizado por meio de ponto de fusdo e analise
de seus espectros de IV, RMN de 'H e de *C e massas.

No espectro de infravermelho (Figura 24) observou-se a presenga das
bandas em 3083 cm™ (estiramento C-H aromatico), 2995 cm™ (estiramento C-H
alifatico) e 1606 cm™ (estiramento C=C e C-N).
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Figura 24. Espectro de |V do composto 2.

No espectro de RMN de 'H (Figura 25) observou-se a presenca de dois
simpletos em 6 8,29 e 8,11 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios H-2
e H-8 da base purinica, respectivamente. Em & 4,35; 3,28 sdo observados
tripletos que podem ser atribuidos aos grupos metilénicos H-3' e H-1’,
respectivamente, tem-se também em &6 2,40 ppm a presenca do multipleto que

pode ser atribuido ao grupo metilénico da posigcao H-2'.
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H do composto 2 (D,0, 300MHz)

Através do espectro de RMN de "*C (Figura 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-5, C-8 e C-6 da 6-mercaptopurina, verificou-se também a
presenca dos trés sinais em 0 48,9; 24,4 e 19,5 ppm referentes aos grupos

metilenos C-3’, C-1’ e C-2’, respectivamente.
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Figura 26. Espectro de RMN de *C do composto 2 (D,0, 75MHz)

O espectro de massas (ES) apresentou picos em [M + H]" igual a 193

m/z e [M + NaJ" igual a 215 m/z (Figura 27) que estdo de acordo com 0s

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

|||||

200 300 400 500 600 700 800 00 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 27. Espectro de massas (ES) do composto 2

Sintese e caracterizacao do 6-(3’-cloropropiltio)purina 3

O 1-bromo-3-cloropropano foi adicionado a solu¢do de sal sddico de 6-

MP (previamente preparada) em EtOH a 0°C. A mistura reagente foi deixada

sob agitacédo constante por 30 minutos a 0°C e a temperatura ambiente por 36

horas adicionais. O solvente foi eliminado em rotaevaporador e o residuo
formado purificado em CCS (Hexano/AcOEt 6:4), obtendo-se 68% de

rendimento do composto desejado 3 em forma de odleo (Figura 28).
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Figura 28. Esquema de reagdo para obtengdo do composto 3. fusdo

e analise de seus espectros de IV, RMN de 'H, RMN de "*C e HMRS e estéo
de acordo com a literatura.®

No espectro de infravermelho (Figura 29) observou-se a presenca das
bandas em 3472 cm™' (estiramento N-H aromatico), 3080 cm™ (estiramento C-H
aromatico), 2975 cm™' (estiramento C-H alifatico), 1606 cm™ (estiramento C=C
e C-N).
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Figura 29. Espectro de IV do composto 3.

No espectro de RMN de 'H (Figura 30) observou-se a presenca de dois
simpletos em & 8,68 e 8,43 ppm que podem ser atribuidos aos prétons H-2 e H-
8 da base purinica, respectivamente. Em & 3,74, 3,44 e 2,15 ppm séao
observados os sinais que podem ser atribuidos aos dois hidrogénios de H-3’,

H-1’ e H-2’, respectivamente.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H do composto 3 (D,O, 300MHz)

Através do espectro de RMN de *C (Figura 31) observou-se a presenga
dos sinais em 6 161 e 144 ppm referentes aos carbonos da 6-mercaptopurina
(C-2 e C-8 ) bem como os trés sinais relacionados aos grupos metila em 6 50,

26 e 20 ppm que correspondem aos carbonos C-3,

C-1 e C-2,
respectivamente.
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Figura 31. Espectro de RMN de C do composto 3 (D,0, 75MHz)
O espectro de massas (ES) apresentou pico em [M + H]" 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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Figura 32. Espectro de massa (ES) do composto 3

Sintese e caracterizacido dos Hidro haletos 7,8-diidro-

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

Os compostos 4a, 4b e 4c foram obtidos por tratamento do composto 3
com fluoreto de sddio, cloreto de sédio e brometo de sddio, respectivamente,
em DMF, sob agitacao constante por 72 horas a 80 °C. Apds o solvente ser
eliminado prosseguiu-se com purificagdo por CCS usando uma mistura em
escala gradiente de MeOH/CH,CI, obtendo-se desta forma os compostos 4a,
4b e_4c com rendimentos de 86%, 90% e 84%, respectivamente (Figuras 33,
41e 45).

Os compostos foram caracterizados por meio de ponto de fusdo e
através das técnicas espectroscopicas de IV, RMN de 'H, RMN de *C e

massas.
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Caracterizagao do Hidrofluoreto 7,8-diidro-(1,4)Tiazepino (3,2,4-

hi)purina 4a:
S/\/\CI FS
< | J 72h, 80°C HF. <\ | J
N N/ N N/
H 86%
3 4a

Figura 33. Esquema de reagéo para obtengdo do composto 4a.

No espectro de infravermelho (Figura 34) observou-se a presencga das
bandas em 3497 cm™ 3415 cm™ correspondente ao estiramento N-H de amina
aromatica que pode ter ocorrido por ligacdo de hidrogénio, 3080 cm’’
(estiramento C-H aromatico), 2931 cm™ (estiramento C-H alifatico) e 1605 cm™
(estiramento C=C e C-N).
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Figura 34. Espectro de IV do composto 4a.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 35) observou-se a presenca de dois

simpletos em & 8,29 e 8,11 ppm que podem ser atribuidos aos proétons H-2 e H-
8 da base purinica, respectivamente. Em 6 4,50 e 3,37 ppm foram observados
dois tripletos referentes aos dois hidrogénios dos grupos metilénicos de H-3' e
H-1’, respectivamente, e em & 2,45 ppm observou-se um multipleto que pode

se atribuido aos dois hidrogénios de H-2'.

Figura 35. Espectro de RMN de 'H do composto 4a (D,O, 300MHz)

No mapa de contornos COSY (Figura 36), que é uma técnica de RMN

de correlacdo em 2D, é possivel verificar as correlagdes entre os hidrogénios

metilénicos H-3’, em & 4,35 ppm e H-2’, em & 2,48 ppm, além da correlacao

entre os hidrogénios metilénicos de H-2' com H-1’, em & 3,29 ppm.
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Figura 36. Mapa de contornos COSY referente ao composto 4a.

Através do espectro de RMN de '™C (Figura 37) observou-se a
presenca dos sinais em 0 158,3; 153,8; 153,6; 150,5 e 129,5 ppm referentes
aos carbonos da por¢ao 6-MP, C-6, C-4, C-2, C-8 e C-5, respectivamente,
bem como os trés sinais relacionados aos grupos metilénicos C-3’, C-1" e C-2’

em 0 50,7; 26,1 e 20,7 ppm, respectivamente.
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Figura 37. Espectro de RMN de *C do composto 4a (D,0, 75MHz)

No espectro DEPT 135°C (Figura 38), observou-se a presenga dos
sinais referentes aos carbonos hidrogenados, sendo que 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.

—

Figura 38. Espectro DEPT 135°C de "*C do composto 4a
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Pelo espectro HMBC (Figura 39), que ocorre com detecgdo de
hidrogénio utilizando os acoplamentos de duas ou mais correlagdes, pode-se
observar principalmente as correlagdes entre H-3'/C-8 e H-3'/C-5 confirmado a

ciclizacdo da molécula.

_: . .|Ii\_ A : jL .ﬂl o |'H A

H-3’/C-8
H-3’/C-5

Bl

Figura 39. Mapa de correlagbes 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 -122,4 ppm confirmando a presenca do fluor na

molécula referente ao composto 4a.

48



Sintese e Avaliagdo Biologica de Derivados de Tiopurina e de Derivados de Quinolinas
Conjugados com Acido Colico via “Click Chemistry”

Figura 40. Espectro de RMN de "°F do composto 4a
Caracterizagcao do Hidrocloreto 7,8-diidro-(1,4)Tiazepino (3,2,4-

hi)purina 4b:

NaCl, DMF
/N N N > N N N
< | ) 72h, 80°C HC <\ | )
N Z N N/
H N 90%
3 4b

Figura 41. Esquema de reagdo para obtengdo do composto 4b.

O composto foi caracterizado por meio de ponto de fusdo, IV, RMN de
'H, RMN de "*C.

No espectro de infravermelho (Figura 42) observou-se a presenga das
bandas em 3415 cm™ correspondente ao estiramento N-H de amina aromatica
que pode ter ocorrido por ligacdo de hidrogénio, 3082 cm™, estiramento C-H
aromatico, 2926 cm™, estiramento C-H alifatico, e 1606 cm™, estiramento C=C
e C-N.
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Figura 42. Espectro de 1V do composto 4b.

No espectro de RMN de "H (Figura 43) observou-se a presenca de dois
simpletos em & 8,90 e 8,63 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios H-2
e H-8 da base purinica, respectivamente. Em & 4,68 e 3,52 ppm foram
observados dois tripletos referentes aos dois hidrogénios dos grupos
metilénicos em H-3’ e H-1’ respectivamente e em & 2,56 ppm observou-se um

multipleto que pode ser atribuido aos dois hidrogénios de H-2’.
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spectrum 1.1 {1H) 300MHz

Figura 43. Espectro de RMN de 'H do composto 4b (D,0, 300MHz)

Através do espectro de RMN de "*C (Figura 44) observou-se a presenga
dos sinais referentes aos carbonos da porcdo 6-MP, bem como os trés sinais
relacionados aos grupos metilénicos em & 48,6; 23,8 e 17,7 ppm (C-1’, C-3’ e

C-2’ respectivamente).

spectrum 1.1 {13C) FamHz

Figura 44. Espectro de RMN de "*C do composto 4b (D0, 75MHz)
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Caracterizagdo do composto Hidrobrometo 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.

S/\/\CI (\s
N
/N Ny NaBr, DMF Sy
< | » HBr . N |
. _ 72h, 80°C G
N
H

84%

3 4c

Figura 45. Esquema de sintese do composto 4c.

Através do espectro de infravermelho (Figura 46) observou-se a
presenca das bandas em 3417 cm™ 3415 cm™ correspondente ao estiramento
N-H de amina aromatica que pode ter ocorrido por ligagdo de hidrogénio, 3078
cm™' (estiramento C-H aromatico), 2925 cm™ (estiramento C-H alifatico) e 1616

cm’™ (estiramento C=C e C-N).
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Figura 46. Espectro de IV do composto 4c.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 47) observou-se a presenca de dois
simpletos em & 8,98 e 8,70 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios H-2
e H-8 da base purinica, respectivamente. Em 6 4,76 e 3,60 ppm foram
observados dois tripletos referentes aos dois hidrogénios dos grupos
metilénicos em H-3’ e H-1’ respectivamente e em & 2,64 ppm observa-se um

multipleto que pode se atribuir aos dois hidrogénios de H-2’.

Spectrum 1.1 (1Hy S00MHz

L by

Figura 47. Espectro de RMN de "H do composto 4¢ (D,O, 300MHz)
Através do espectro de RMN de "*C (Figura 48) observou-se a presenca
dos sinais em 0 146,8 e 145,3 ppm referentes aos carbonos da porgdo 6-MP,
C-2 e C-8, respectivamente, bem como os trés sinais relacionados aos grupos

metilénicos C-1’, C-3’ e C-2’ em & 48,9; 24,0 e 17,8 ppm, respectivamente.
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Figura 48. Espectro de RMN de *C do composto_4c¢ (D,0, 75MHz)

Avaliagcao Biolégica 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 células KB e Vero quando comparados com a droga de
referéncia Taxotere (Tabela 1).

Os compostos também foram testados em formas promastigota de
Leishmania amazonensis e L. chagasi para verificar suas atividades
antileishmania. Dentre os compostos testados apenas o composto 4a
apresentou atividade contra ambas as espécies de Leishmania com |Csy de 28
MM, tanto para as formas promastigota de L. amazonensis quanto para L.

chagasi (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados de citotoxicidade e atividade antileishmanial dos compostos 1,

2 e 4a-c
Compostos Citotoxicidade Atividade antileishmanial
(% de inibicao a 10 puM)* IC50 (M) (promastigota)**
Células KB Vero L.amazonensis L. chagasi
4a 17 11 28 28
4b 24 21 >227 >227
4c 8 13 >227 >227
1 31 10 >227 >227
2 4 7 >227 >227

Droga controle *Taxotere: 1x107 MM; **Anfotericina B= 0,9 uM (L. amazonensis); 1,9 uM (L.

chagasi)

1.4.2. Sintese, Caracterizagcdao e Avaliagao Biolégica do 6-

Carboximetiltiopurina (6-CMMP)

Sintese e Caracterizacao do 6-CMMP

Apods formagao do sal sddico de 6-MP como descrito anteriormente prosseguiu-

se com adicao de acido cloroacético em DMF. A mistura reagente foi deixada

em agitacdo constante sob temperatura ambiente por 72 horas. O solvente foi

retirado através do rotaevaporador e o sélido formado foi cristalizado em

acetona levando assim a obtencdo do composto 5 (6-CMMP) em forma de

cristal com 60% de rendimento.
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Figura 49. Esquema de reagédo para obtengdo do composto §
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O composto 5 foi caracterizado por ponto de fusdo e analise de seus

espectros de infravermelho, RMN de 'H, RMN de *C e massas. Todos os

resultados obtidos estdo de acordo com a literatura.®

Quando submetido a espectroscopia vibracional de infravermelho

(Figura 50) observou-se o aparecimento de uma banda intensa referente a

deformacgéao axial O-H (3334 cm-"') além do deslocamento da banda referente a

deformacéo axial C=0 do acido em 1629 cm-".
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Figura 50. Espectro de |V do composto &

1000

Através do RMN de 'H (Figura 51) observou-se além dos sinais dos dois

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

3,98 ppm.
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Figura 52: Espectro de RMN de "H do composto § (D,0, 300MHz)

Através do espectro de RMN de "*C (Figura 53) observou-se a presenga
dos sinais em & 154 e 147 ppm referentes aos carbonos da por¢ao 6-MP, C-2

e C-8 respectivamente, bem como um sinal relacionado ao grupo metilénico
em O 37 ppm.

240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
(ppm)

Figura 53. Espectro de RMN de C do composto 5 (D,0, 75MHz)
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O espectro de massas (ES) apresentou pico em [M — 1] igual a 209 m/z
(Figura 54) que esta de acordo com o valor calculado, confirmando desta forma

a massa molar do composto 5.

100 165.0

209.0

", 1.

e . - ~ miz

0- . S T I— L i .
100 105 110 115_120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 226 230 235

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

Avaliacao Biolégica do 6-CMMP

Dando continuidade ao estudo da avaliagao biolégica da 6-CMMP que é
uma droga com atividade em leishmania,® realizou-se a avaliagéo da atividade
antiinflamatoria do 6-CMMP feita através do controle na producdo de NO numa
linha de macrofagos. Em todas as culturas tratadas com 6-CMMP a produgao
de NO pelos macréfagos diminuiu em comparagdo com o controle. Neste
estudo, o potencial do 6-CMMP como uma droga anti-inflamatéria apresentou
resultados promissores'. Estes testes foram realizados no Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFJF.
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1.5. Conclusoes

Neste trabalho foram obtidos seis compostos inéditos 1, 2, 4a-b. A
obtencado destes derivados triciclicos abre a possibilidade de uma gama de
novos analogos triciclicos com variagdo do anel formado, bem como de novos
derivados de 6-MP.

Todos o compostos foram caracterizados através de infravermelho,
4c também foram caracterizados por Espectrometria de Massas de Alta
Resolugdo (HMRS). A técnica de RMN de '°F do composto 4a constatou a
presenca do flior na molécula.

Os compostos 3 e 5 foram obtidos com o objetivo de realizar estudos
dos mecanismos celulares de inibicdo de leishmania. O composto 7,8-di hidro-
(1,4)tiazepino(3,2,4-h)purina (4a) apresentou atividade biolégica na inibicao da
producdo de oxido nitrico e também contra as formas promastigota de L.

amazonensis e L. chagasi.
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1.6. Parte Experimental

Métodos Gerais

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

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

Os espectros de ressonadncia 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
spectrometer”, no Institut de Chimie de Substances Naturelles de Gif Sur

Yvette/ Franca.

Para a cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G
0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTIM) MERCK.

Para a cromatografia em camada fina de silica utilizou-se silica-gel 60G

MERCK, em laminas de vidro.

Nos procedimentos de purificagdo, por extragdo ou coluna
cromatografica, foram utilizados solventes P.A. VETEC.
Como reveladores para cromatografia em camada delgada foram

utilizados solugéo etandlica de acido sulfurico a 20% v/v e lampada ultravioleta.
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1.6.1. Sintese e caracterizagao do 7,8-diidro-(1,4)tiazino(3,2,4-

hi)purina 1

Em um baldo de 50mL foram transferidos 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 formacao do
sal sédico de 6-mercaptopurina, apdés 1h adicionaram-se 2,0 mL (21,00 mmol)
de 1,2-dicloroetano e deixou-se em agitacdo constante a 80°C por 72 horas
quando foi constatado por CCDS o consumo do material de partida, com
formagdo de um composto de maior polaridade. Apds eliminacdo do solvente
no rotaevaporador fez-se a purificagdo do residuo através de coluna
cromatografica de silica (CCS) usando como eluente uma mistura gradiente de
MeOH/CHCI; 1:9 resultando na obtencéo de 0,82 g (4,60 mmol) do composto

1 com rendimento de 70%.

FM= C7HgN4S

MM= 178,21 g/mol

Caracteristica fisica= sélido branco

Ponto de fusdo: 190°C

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

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

RMN 'H (300 MHz, D,0) & (ppm), J (Hz): 8,86 (1H, s, H-2); 8,38 (1H, s, H-8);
5,07 (2H, t, J2.1= 6,0, 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-2’); 31,9 (C-1").

ESI-MS (TOF), m/z: calculado [M+H]" 179,0313 m/z; experimental [M+H]"
179,0379 m/z; [M+Na]" calculado 201,0210 m/z, experimental 201,0209 m/z.
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1.6.2. Sintese e caracterizagao do 8,9-diidro-(1,4)Tiazepino
(3,2,4-hi)purina 2

Uma solugédo de sal sodico de 6-MP (0,115 g, 0,66mmol), preparada
como mostrado anteriormente, foi transferida para um baldo contendo uma
solugéo de 0,35 mL (3,30 mmol) de 1-bromo-3-cloropropano em DMF (5mL). A
mistura reagente foi mantida sob agitagdo constante por 48h a temperatura
ambiente quando foi constatado por CCDS (MeOH/CH.ClI,, 5:5) o consumo do
material de partida, com formacéo de um composto de maior polaridade (Rf=
0,4) Apds eliminagdo do solvente no rotaevaporador fez-se purificagdo do
residuo através de coluna cromatografica de silica (CCS) usando como eluente
uma mistura gradiente de MeOH/CHCI, 1:9 resultando na obteng&o de 0,89 g

(4,63 mmol) do composto 2 com rendimento de 70%.

FM= CgHgN4S

MM= 192,24 g/mol

Caracteristica fisica= sélido branco

Ponto de Fuséao: 215°C

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

IV (KBr) (cm™): 3083 (estiramento C-H aromatico), 2995 (estiramento C-H
alifatico), 1606 (estiramento C=C e C-N).

RMN 'H (300 MHz, D,0O) & (ppm), J (Hz): 8,29 (1H, s, H-2); 8,11 (1H, s, H-8);
4,35 (2H, t, J3.»= 7,9 Hz, H-3’); 3,28 (2H, t, Jy2»= 6,0 Hz, H-1’); 2,40 (2H, m, H-
2)).

RMN "*C (75 MHz, D,0) & (ppm), J (Hz): 157,7 (C-2); 154,3 (C-4); 147,4 (C-5);
14,0 (C-8); 128,7 (C-6); 49,0 (C-3’); 24,4 (C-1"); 19,5 (C-2)).

ESI-MS (TOF), m/z: um pico referente a: calculado [M+H]" 193,05 m/z;
experimental [M+H]" 193,1 m/z; [M+Na]® calculado 215,05 m/z, experimental
215,1 m/z.
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1.6.3. Sintese e caracterizagao do 6-(3’-cloropropiltio)purina 3

O 1-bromo-3-cloropropano (3,3 mL; 33,00 mmol) dissolvido em EtOH foi
adicionado lentamente a 0°C a uma solugdo de sal sédico de 6-MP, gerada
pela reacéo 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 mistura reagente foi deixada em agitagido a 0°C
por 48 horas. Através de CCDS, verificou-se a formacdo de um produto mais apolar.
Apos remocgcdo do solvente em rotaevaporador sob pressao reduzida
prosseguiu-se com purificacdo 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%).

FM= CgHgCIN4S

MM= 228,7 g/mol

Caracteristica fisica= sdélido branco

Ponto de Fusédo: 200°C

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

IV (KBr) (cm™): 3472 (estiramento de amina aromatica), 3080 (estiramento C-
H aromatico), 2975 (estiramento C-H alifatico), 1606 (estiramento C=C e C-N),
570 (estiramento C-Cl).

RMN 'H (300 MHz, D,0) & (ppm), J (Hz): 8,68 (1H, s, H-2 purina); 8,42 (1H, H-
8 purina); 3,74 (2H, t, J» 3= 6Hz, H-3’); 3,44 (2H, t, Jy2= 7THz, H-1’), 2,15 (2H, t,
H-2).

RMN **C (75 MHz, D20) & (ppm), J (Hz): 161,0 (C-2); 144,0 (C-8); 146,9 (C-6);
50,0 (C-3), 26,0 (C-1’), 20,0 (C-2)).

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

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

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

Em um baldo de 50,0 mL, o composto 3 (100 mg, 0,44 mmol) foi
dissolvido em DMF, em seguida adicionaram-se, lentamente, 1,30 mmol do
haleto de sodio correspondente (fluor, cloro ou bromo). A mistura reagente foi
submetida a agitacdo constante a 80°C por 72 horas. Através de CCDS (Rf=0,4
MeOH/CH,Cl,, 1:1), verificou-se a formacao de um produto mais polar. O produto da
reacao foi purificado através de coluna cromatografica com uma mistura de
MeOH/CH.CI, 1:1 produzindo os compostos 4a, 4b e 4c com rendimentos de
86%, 90% e 84% respectivamente.

Caracterizagcao do Hidrofluoreto 7,8-diidro-(1,4)Tiazepino (3,2,4-

hi)purina (4a):

FM= CgHoFN4S

MM= 212,25 g/mol

Caracteristica fisica= sélido branco

Ponto de Fuséao: 301°C

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

IV (KBr) (cm™): 3497 (estiramento de N-H de amina), 3080 (estiramento C-H
aromatico), 2931 (estiramento C-H alifatico), 1605 (estiramento C=C e C-N).
RMN de 'H (300 MHz, D,0) & (ppm), J (Hz): 8,59 (1H, s, H-2); 8,33 (1H, s,H-
8); 4,50 (2H, t, J3»= 6,0 Hz, H-3); 3,37 (2H, t, Js»= 6 Hz, H-1’); 2,40 (2H, m, H-
2)).

RMN de "*C (75 MHz, D,O) & (ppm): 158,3 (C-6); 153,8 (C-4); 153,6 (C-2);
150,5 (C-8); 129,5 (C-5); 50,7 (C-3’); 26,1 (C-1’), 20,7 (C-2).

RMN de "°F (282 MHz, CDCl5): 5 -131,3 ppm
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Caracterizacdo do composto Hidrocloreto 7,8-diidro-
(1,4)Tiazepino (3,2,4-hi)purina (4b):

FM= CgHoCIN4S

MM= 228,75 g/mol

Caracteristica fisica= sélido branco

Ponto de Fuséao: 285°C

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

IV (KBr) (cm™): 3415 (estiramento de N-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, H-3’); 3,52 (2H, t, J;»= 6,0 Hz, H-1’); 2,56 (2H, m,
H-2).

RMN de **C (75 MHz, D;0) & (ppm): 146,4 (C-2); 145,8 (C-8); 48,6 (C-3’). 23,8
(C-1), 17,7 (C-2)).

Caracterizagdo do composto Hidrohaletos 7,8-diidro-
(1,4)Tiazepino (3,2,4-hi)purina (4c):

FM= CgHgoBrN4S

MM= 273,25 g/mol

Caracteristica fisica= sélido branco

Ponto de Fus&o: 296°C

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

IV (KBr) (cm™): 3417 (estiramento de N-H de amina), 3078 (estiramento C-H
aromatico), 2925 (estiramento C-H alifatico), 1616 (estiramento C=C e C-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, J3»= 6,0 Hz, H-3’); 3,60 (2H, t, J1»= 6,0 Hz, 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 6-Carboximetiltiopurina (6-CMMP)

Em um baldo de 50 mL, apéds prévia formagéao de 0,34 g (1,95 mmol) do
sal sddico de 6-MP como descrito anteriormente prosseguiu-se com a adigéo
de 0,19 g (2,0 mmol) de acido cloroacético em DMF. A mistura reagente foi
mantida em agitagdo constante a temperatura ambiente por 72 horas. Através
de CCDS, verificou-se a formacdo de um produto mais apolar. O solvente foi retirado
através do rotaevaporador e o solido formado foi cristalizado em acetona
levando assim a obteng¢do de 0,37 g (1,76 mmol) do composto § (6-CMMP)

com 90% de rendimento.

7'
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O
6\ N
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FM= C;HsN4O,S

MM= 210,21 g/mol

Caracteristica fisica= cristal

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

Ponto de Fuséo: 286°C
IV (KBr) (cm™): 3334 (estiramento de O-H), 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, CH2COOH).

RMN de **C (75 MHz, D,0) & (ppm): 154 (C-2); 146 (C-8); 37(CH.COOH).
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 sdo em seguida submetidos a reacéo
com brometo de propargila para obtengcdo de derivados possuindo grupos
alcinos terminais (compostos 6, 7 € 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 sédo de
grande interesse, por isso realizou-se a conjugagdo entre o derivado
quinolinico 5 e acido colico mediante reacao do tipo “click chemistry”.

Os resultados dos testes biologicos dos compostos sintetizados estédo

sendo realizados.
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2.1. Introducgao

A malaria € 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 (incluindo oito
paises ao sul), em 21 paises nas Américas, quatro paises na Europa e 14 na
regido leste do Mediterraneo, e sudeste Asiatico. E também uma das mais
frequentes causas de morte em criancas nessas areas.'™

A transmissao se deve pela picada das fémeas do mosquito Anopheles, que
se contaminam com o plasmddio causador da doenga 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 crbnica causada por
protozoarios parasitas do género Plasmodium. Sao quatro espécies de

Plasmodium que afetam os seres humanos: Plasmodium falciparum,
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Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Destes, o
Plasmodium falciparum € o mais nocivo, responsavel por cerca de 500 milhdes
de casos anualmente com um ndmero de mortes entre 1,5 a 2 milhdes."*°

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

multiplicam e ao romper a célula hepatica tém acesso ao sangue onde atacam
7,8

os eritrécitos, causando anemia intensa e, em alguns casos, a morte.

Figura 2. Eritrdcitos parasitados com P. falciparum.

Como os plasmddios ficam presentes na circulagdo sanguinea durante a
infecgdo, a transmissdo da malaria também pode ocorrer de forma induzida a
partir de transfusdes de sangue, de transplantes de o6rgaos, da utilizagéo
compartilhada de seringas por usuarios de drogas endovenosas ou da gestante

para o filho.”

Progressao e Sintomas

Manifestacbes clinicas da doenga caracterizam-se inicialmente por
sintomas como dores de cabeca, fadiga, febre, calafrios, prostragcédo e anemia
que coincidem com a destruigdo macica de hemacias e com a descarga de

substancias imunogénicas toxicas na corrente sangiinea ao fim de cada ciclo

reprodutivo do parasita. Estas crises sdo seguidas de tremores e febre de

41°C, terminando em vermelhidao da pele e suores abundantes.®
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Os casos mais severos da doenca incluem delirio, acidoses metabdlicas,
malaria cerebral e faléncia multipla dos érgédos podendo seguir por coma e

morte.?

Tratamento

Os medicamentos antimalaricos sao usados principalmente para controlar a
doencga e também podem ser usados para preveni-la no caso de alguns grupos
de alto risco, tais como mulheres gravidas, portadores de anemia das células
falciformes e os visitantes em regides endémicas que ndao possuem nenhuma
imunidade natural. Os servicos de saude precisam considerar 0s riscos e 0s
beneficios oferecidos pelos medicamentos, assim como o custo e a facilidade
com que s&o 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 logo o seu uso se espalhou pela Europa.

Figura 3. Cinchona.

Porém, s em 1820 que seus principios ativos foram isolados, a Quinidina
e principalmente a Quinina (Figura 4). No entanto, a maioria dos parasitas ja

sao resistentes a suas acgdes.
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Quinina Quinidina
Figura 4. Estrutura dos compostos antimalaricos isolados da Cinchona.

A quinina ou seu isébmero quinidina, foi suplantada por drogas sintéticas
mais eficientes, como compostos derivados de quinolina, pamaquina,
mepacrina e cloroquina (Figura 4), principalmente este ultimo. Estes foram por

muito tempo bem aceitos para o tratamento da malaria.
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Figura 5. Estruturas de alguns agentes antimalaricos.

Devido ao surgimento de plasmaodios resistentes as drogas existentes,
principalmente os da espécie P. falciparum, agravou-se o estado da malaria e
atualmente € a doenca infecciosa mais disseminada do mundo, tornando-se
necessario o desenvolvimento de farmacos mais eficazes para o tratamento da

mesma.’*10

Estratégia Terapéutica

Recentes abordagens mostram que para superar a resisténcia dos

plasmédios aos medicamentos usados, a combinacdo de terapias vem sendo
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uma alternativa atrativa.’™'?

Por exemplo pode-se destacar a combinacéo
entre derivados quinolinicos e o astemizol (Figura 6), ambos com acéao
antiparasitaria. O composto obtido através de tal combinagdo vem
apresentando resultados mais interessantes em comparagdo com a

cloroquina.™

G W

e
Cl N

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

Ha também estudos feitos com a combinacdo entre derivados
quinolinicos (antiparasitario) e o 2,3-dioxoindol (Figura 7) que apresenta
propriedades antifungica, antibacterial, anti-HIV e antimicrobial. Estes
compostos baseados na estratégia multi-terapéutica vem apresentando

importantes resultados contra plasmodios. '?

Cl

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. Dentre os sistemas
heterociclicos mais estudados encontram-se os triazoéis, que tém despertado
muito interesse pelo fato de possuirem um vasto campo de aplicagdes, que vao

desde seu uso como explosivos, até como agroquimicos e farmacos. Muitos
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destes derivados triazodlicos sdo farmacos mundialmente consumidos que
apresentam atividades farmacolégicas diversificadas, tais como antiviral

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

O
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H2N / N\ N/\N N/ \7
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(e}
F
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ribavirina fluconazol

Figura 8. Exemplos de derivados triazélicos farmacologicamente ativos.

O interesse em derivados 1,2,3-triazdlicos pela area farmacologica deve-
se ao fato destes compostos serem bioisésteros dos anéis heterociclicos
imidazolicos encontrados em substancias com atividades farmacoldgicas
diversas, como antifungica, antidepressiva, antiviral, antitumoral e anti-
hipertensiva.’

Estudos visando a sintese de novos derivados 1,2,3-triazélicos estdo em
evolugdo, bem como a avaliagao das potenciais aplicagdes farmacolégicas dos
novos compostos desta classe. Os 1,2,3-triazéis sdo de grande importancia,
por sua atividade bioldgica diversificada, destacando-se como potenciais
farmacos de alta eficacia contra doencas de impacto social crescente, como
AIDS, cancer e mal de Alzheimer e Parkinson.™

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

triazéis (Figura 9) em cultura de células humanas de céncer de proéstata.

/

N

zZ—=z

Figura 9. Estrutura de 1,2,3-triazol esteroidal usado para céncer de prostata.
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Sabe-se que alguns derivados esteroidais apresentam importantes
atividades antibacterial, anti-cancerigena, anti-HIV, anti-parasitaria, etc.
Esteréides como colesterol, lanosterol, acidos colico e desoxicdlico (Figura 10)
vém atuando como importantes carreadores e transportadores de farmacos,
como anfotericina-B e fluconazol, resultando na diminuicdo da toxicidade e

aumento da eficacia terapéutica.’*"’

Figura 10. Estruturas quimicas de alguns esteroides.
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2.2. Justificativas

Baseando-se na grande importancia dos derivados quinolinicos para o

348 o lJevando-se em

tratamento de doencas parasitarias como a malaria
consideragdo o surgimento de plasmédios resistentes as drogas atuais,
propde-se a sintese de novos derivados quinolinicos com o intuito de criar
novos farmacos mais potentes em que nao haja resisténcia pelo parasito.

Além disso, levando-se em consideragao a importancia dos derivados 1,2,3-
triazélicos e dos derivados esteroidais, propbs-se neste trabalho, a combinagao
de terapias entre derivados quinolinicos, triazolicos e esteroidais como o acido
colico. Para tal, propde-se a sintese de derivados de quinolina com o acido
cblico unidos por 1,2, 3-triazol através de uma reagdo do tipo “click
chemistry.”'®?%2! Este tipo de reacao foi introduzido por K. Barry Sharpless em
2001 e tem sido de grande aceitagd0.>?' A reacdo envolve uma cicloadicéo
1,3-dipolar entre grupos alcinos e azidas terminais formando 1,2,3-triazéis-1,4-

dissubstituidos (Figura 11).'%1"18

R1/\ ' N3—/R; —>R1/§_/\N\R2

Figura 11. Esquema de obtencé&o do 1,2,3-triazol-.1,4-dissubstituido.

A “click chemistry” é um tipo de reacdo que apresenta varias vantagens

como facil purificacdo, apresentar rendimentos altos, gerar subprodutos
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inofensivos, condigcdes de reagao simples, & estereoespecifica, proporciona
economia de atomos e gera compostos estaveis.

A sintese de um novo farmaco que seja melhor transportado pelo
organismo e que tenha toxicidade reduzida € de grande interesse, e a
combinagao de terapias através da conjugagcdo 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

Primeiramente propds-se obter derivados de quinolina a partir da 4,7-
dicloroquinolina acoplados com aminas e diaminas e avaliar suas propriedades
terapéuticas no tratamento de parasitoses como malaria e leishmaniose (Figura
12).

NH, = H =7
/ N
HN/\(CHz)n/ HN HN/\(CHZ)/n \/
X X X
> = >
cl N cl N cl N
1n=1 ) 6n=1
2n=2 7n=2
3n=3 8n=5
4 n=5

Figura 12. Derivados quinolinicos.

Posteriormente propds-se obter um derivado de quinolina acoplado com
acido cdlico (composto 12) visando uma reagao de cicloadigdo do tipo “click

chemistry” (Figura 13).

OH s

Cl N

Figura 13. Conjugado 4-aminoquinolina/derivado de acido colico.
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2.4. Resultados e Discussoes

24.1. Sintese e caracterizacao dos N-(7-cloroquinolin-4-il)-
diaminoalcano (1-4)

Uma mistura de 4,7-dicloroquinolina com o diaminoalcano
correspondente (etanodiamina, propanodiamina, butanodiamina e
hexanodiamina) foi deixada em aquecimento a 80°C por 1 hora em agitagéo e,
posteriormente, elevou-se a temperatura para 110°C por 3 horas até que se
completasse a reacgao.

Em seguida, apd6s a mistura reagente esfriar, adicionou-se
diclorometano. A fase organica foi lavada sucessivas vezes com solugéo
aquosa de NaOH (5%) e finalmente com uma solugdo aquosa de NaCl. O
solvente organico foi removido sob pressao reduzida e os compostos foram
obtidos com rendimentos em torno de 80%. Todos foram caracterizados
através de ponto de fusédo, IV, RMN de 'H e RMN de "*C. Os dados obtidos

estdo de acordo com a literatura.> *'°
Cl HN/\(CHZ)n/NHZ
N HZN/\(CHZ): . A
cl N 80-110°C. 45 & Lol
]

Figura 14. Esquema de reagdo do N-(7-cloroquinolin-4-il)/diaminoalcano 1-4.

Caracterizagao do N-(7-cloroquinolin-4-il)-etanodiamina (1)
Ponto de Fusé&o: 141°C
No espectro de infravermelho (Figura 15) observou-se a presenca das
bandas em 3356 e 3251 cm-" caracteristicas de estiramento de N-H de amina,
em 3053 e 2931 cm-' tem-se os estiramentos caracteristicos de C-H aromatico
e alifatico, respectivamente, e em 1583 cm” ha uma banda intensa que pode

ser atribuida aos estiramentos das contribuicbes C-C e C-N.
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Figura 15. Espectro de IV do composto_1.

No espectro de RMN de 'H (Figura 16) notou-se, além dos cinco sinais
referentes aos hidrogénios da porgdo aromatica da molécula, a presenca de
dois tripletos em 3,43 e 2,97 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios

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

spectrum 1.1 (1H) 300MHz
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H do composto 1 (CDs;0D, 300MHz)
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Por intermédio do espectro de RMN de **C (Figura 17) observou-se a
presenca dos sinais referentes aos carbonos do anel quinolinico, bem como os
dois sinais relacionados aos dois grupos metilénicos em & 46,1 e 40,8 ppm

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

spectrum 1.1 {13 7aMH=z
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Figura 17. Espectro de RMN de *C do composto 1 (CD;0OD, 756MHz) .

Caracterizagao do N-(7-cloroquinolin-4-il)-propanodiamina ( 2)

Ponto de fuséo: 97°C

Pelo espectro de infravermelho (Figura 18) observou-se a presenga 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 com o espectro de RMN de 'H (Figura 19) observou-se a
presencga 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 que correspondem a H-1’, H-3’ e H-2’, respectivamente.

spectrurm 1.1 {1H) 300MHz

J”U L.

Figura 19. Espectro de RMN de 'H do composto 2 (DMSO, 300MHz).
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Através do espectro de RMN de "*C (Figura 20) observou-se a presenga
dos sinais referentes aos carbonos do anel quinolinico, bem como os trés
sinais relacionados aos grupos metilénicos em & 40,6; 39,5 e 31,2 ppm

correspondentes a C-1" e C-3’ e C-2’, respectivamente.

hl LU |

T T T -7 T T

00

igura 20 Espec%ro de RMN de C do combbsto 2 (DMSO, 3OOMHz) -

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

Ponto de fusédo: 123°C

No espectro de infravermelho (Figura 21) observou-se a presenga das
bandas em 3305 cm™ (estiramento de amina), 3053 cm™ (estiramento C-H
aromatico), 2929 cm™ (estiramento C-H alifatico) 1581 cm™ ( estiramento C=C

e C-N).
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Figura 21. Espectro de 1V do composto 3.

O espectro 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
molécula em & 2,85; em 2,64; em 1,71 e em & 1,53 ppm que correspondem a

H-1’, H-4’, H-3’ e H-2’, respectivamente.

spectrum 1.1 (1H) 300MHz

Figura 22. Espectro de RMN de 'H do composto 3 (DMSO, 300MHz).
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Por intermédio do espectro de RMN de *C (Figura 23) observaram-se,
além da presenca dos sinais referentes aos 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.

A " J‘U i—JL.»-J.l........-.....-.-W

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

Caracterizagao do N-(7-cloroquinolin-4-il)-hexanodiamina (4)
Ponto de fusdo: 136°C

No espectro de infravermelho (Figura 24) observou-se a presenca das
bandas em 3305 cm™ (estiramento de amina), 3080 cm™ (estiramento C-H
aromatico), 2933 cm™' (estiramento C-H alifatico) e 1579 cm™ (estiramento C=C
e C-N).
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Figura 24. Espectro de IV do composto 4.

No espectro de RMN de 'H (Figura 25) observou-se a presenga dos
cinco sinais atribuidos aos hidrogénios do anel quinolinico, bem como em &
3,25 ppm um multipleto caracteristico dos hidrogénios metilénicos H-1" e H-6'.
Em © 1,65 observou-se o multipleto referente aos hidrogénios do grupo
metilénico H-5" e em & 1,33 ppm tem-se a presenca do multipleto que pode ser
atribuido aos seis hidrogénios metilénicos H-2’, H-3' e H-4".
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H do composto 4 (DMSO, 300MHz).

Através do espectro de RMN de *C (Figura 26) observou-se a presenga
sinais em & referentes aos carbonos do anel quinolinico bem como os seis
sinais relacionados aos grupos metilénicos em 6 41,8; 41,1; 32,8; 27,3; 26,1 e

25,7 ppm relacionados a C-1’, C-6’, C-5, C-2’, C-3’ e C-4’, respectivamente.

I T T T OO R P L T, 7 I T T T

Figura 26. Espectro de RMN de *C do composto 4 (DMSO, 75MHz).
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2.4.2. Sintese e caracterizagao dos alcinos terminais derivados
de quinolina (5-9)

Sintese do 4-amino-7-cloro-N-(prop-2-inil)quinolina 5

A obtencdo do composto 5 deu-se através da reacdo entre 4,7-
dicloroquinolina e propargilamina em DMF (Figura 27). A mistura reagente foi
deixada em agitagcdo constante a temperatura ambiente por 48 horas. Apds
evaporagao do solvente no rotaevaporador o produto foi purificado através de
CCS usando como eluente um gradiente de polaridade de CH,Cl,/MeOH,

resultando na obtengdo do composto 5§ com 70 % de rendimento.

Cl HN
H,NCH,C=CH

X = AN
= =
N N

DMF, 48 h, TA

cl 20% cl 5

Figura 27. Esquema de sintese do composto 5.
Ponto de fusdo: 230°C

Pelo espectro Raman (Figura 28) foi possivel observar, uma banda em

2105 cm™ (estiramento C=—=C).
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Figura 28. Espectro RAMAN do composto 5
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Por intermédio do espectro de RMN de 'H observou-se, além dos sinais

referentes aos hidrogénios do anel quinolinico, em & 4,41 ppm um simpleto que

pode ser atribuido aos dois hidrogénios metilénicos de H-1" e outro simpleto em

0 2,50 ppm refente ao hidrogénio do alcino evidenciando a obtengcdo do

composto 6 (Figura 29).
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H do composto 5 (DMSO, 300MHz).

No mapa de contornos COSY (Figura 30) foi possivel correlacionar os

hidrogénios metilénicos H-1" (em & 4,41 ppm) com o hidrogénio de N-H (em &

10,18 ppm), além da correlagéo entre os hidrogénios do anel quinolinico de H-3

(em & 6,91 ppm) com H-2 (em & 8,68 ppm) e de H-6 (em & 7,78 ppm) com H-5

(em & 8,67 ppm).
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Figura 30. Mapa de contornos COSY do composto 5 (DMSO, 300MHz)

No espectro de RMN de "C do composto 5 destacam-se os sinais

referentes aos carbonos das posicoes C-2’, C-3’ e C-1"em & 78,8; 75,7 e 32,6

ppm respectivamente além dos outros sinais caracteristicos da molécula

(Figura 31).
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Figura 31. Espectro de RMN de C do composto 5 (DMSO, 75MHz)
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No espectro DEPT 135 (Figura 32), pode-se observar a presenga do
sinal do carbono metilénico C-1" em & 32,14 ppm, e os carbonos C-2, C-6, C-8,

C-5, C-3 e o carbono metinico encontram-se em fase inversa.

Cl

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
m/z (Figura 33) que esta de acordo com o valor calculado, confirmando desta

forma a massa molar do composto 5.

1: TOF M5 ES+
‘ 100 150 2.13e4

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 33. Espectro de massas ES do composto 5

93



Sintese e Avaliagdo Biologica de Derivados de Tiopurina e de Derivados de Quinolinas
Conjugados com Acido Colico via “Click Chemistry”

Sintese e caracterizagdo dos 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-

inilamino)alquil)quinolina (6, 7 e 8)

Em uma solug&o contendo a aminoquinolina correspondente (1 a 4) em
etanol adicionaram-se carbonato de potassio e brometo de propargila a 0°C
(Figura 34). Manteve-se a mistura reagente sob agitagcdo constante a
temperatura ambiente por 48 horas. Em seguida realizou-se extracdo em
CH2Cl2/H20 obtendo-se um 6leo apds a destilagdo da fase orgénica. O 6leo foi

purificado usando CCS com uma mistura gradiente de CH,Cl,/MeOH.

NH H A
“Nen N\//
HN CH
(CHa) HN/\(CHz)n/
X =CH

M X 6n=1

K,CO5 EtOH, 7 n=2

% 48h, ta 8n=5

, = en
Cl N 50% g \

Figura 34. Esquema geral de reagdo dos compostos 6 a 8.

Obtiveram-se produtos com rendimentos em torno de 50%. Todos os
compostos foram caracterizados por meio das técnicas espectroscopicas de
RAMAN, RMN de '"H e RMN de *3*C.

Caracterizacdao do Composto 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-

inilamino)etil)quinolina (6)

Pelo espectro Raman foi possivel observar, além das outras bandas
caracteristicas da molécula, uma banda em 2105 cm™ correspondente ao
estiramento C==C que foi confirmada pela presenca de uma banda em 3308

cm™ atribuida ao estiramento C-H de alcino (Figura 35).
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Figura 35. Espectro Raman do composto 6.

De acordo com o espectro de RMN de 'H observou-se em & 3,49 ppm
um multipleto que pode ser atribuido aos quatro hidrogénios metilénicos de H-
1’ e H-3’ além do multipleto em 3,02 que pode ser atribuido aos hidrogénios de
H-2' e um simpleto em & 2,64 ppm referente ao hidrogénio H-5" evidenciando a

obtencao do composto 6 (Figura 36).

zpectrum 1.1 {1H) Z00MHz
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H do composto 6 (CD;0D, 300MHz).
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A anadlise do espectro de RMN de "*C mostra além dos sinais do anel

quinolinico os sinais referentes aos carbonos C-4’, C-5’ e C-3’ em & 82,0; 73,5;

e 30,9 ppm, respectivamente, (Figura 37).
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Figura 37. Espectro de RMN de *C do composto 6 (CD;OD, 76MHz).

Caracterizagao do 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-inilamino)

propil) quinolina (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 (Figura 38).
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Figura 38. Espectro Raman do composto 7.

A analise do espectro de RMN de 'H de 7 mostrou, além dos sinais

caracteristicos de seu precursor, um simpleto em & 3,07 ppm que pode ser

atribuido ao hidrogénio H-6’, além de outro simpleto em & 2,44 ppm referente

aos dois hidrogénios metilénicos de H-4’ evidenciando a obtengdo do composto
7 (Figura 39).
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H do composto 7 (CD;0D, 300MHz).

De acordo com o espectro de RMN de ™C destacam-se os sinais
referentes aos carbonos das posicboes C-5’, C-6’ e C-4’em & 79,2; 75,1; € 42,9
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 (CD3;0D, 75MHz).
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Caracterizagao do 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-inilamino)
hexil)quinolina (8)

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 (Figura 41).
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Figura 41. Espectro Raman do composto 9.

Pelo espectro de RMN de 'H observou-se em & 3,40 ppm um simpleto
que pode ser atribuido aos hidrogénios metilénicos de H-7" além do simpleto
em 0 3,37 ppm referente ao hidrogénio H-9’ evidenciando a obtencdo do
composto 8 (Figura 42).
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spectrum 1.1 (1H) 300/MHz

1 3 5 H 4 9
4

Figura 42. Espectro de RMN de "H do composto 8 (CD,0D, 300MHz).
Através do espectro de RMN de "*C podem-se destacar os sinais

referentes aos carbonos das posicdes C-8, C-9’ e C-7"em 8 79,3; 75,1; € 42,9
ppm respectivamente além dos outros sinais caracteristicos da molécula
(Figura 43).

L -

Figura 43. Espectro de RMN de *C do composto 8 (CD;0OD, 756MHz).
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2.4.3. Sintese do 3-azido (metil- 3B3-azido-,7a,12a-di hidroxi- 58-
colano-24-ato) 11

A obtencdo dos derivados triazdlicos via “click chemistry” envolve uma
reagcao entre um derivado com alcino terminal, representado neste trabalho
pelo alcino 5, e um derivado azido, neste caso o acido célico com um grupo
azido na posicao 3, sintetizado conforme descrito abaixo.

Para a obtencdo de um derivado azido do acido cdlico iniciou-se pelo
tratamento do acido cdélico com metanol e acido cloridrico a temperatura
ambiente por 24 h levando ao éster 9 com rendimento quantitativo.

Seguiu-se por mesilagdo da hidroxila sobre a posicdo 3 adicionando
trietlamina sobre uma solucdo de 9 em CHCl, a 0°C. Cloreto de
metanossulfonila em CHCl, foi adicionado lentamente durante 10 min.
Prosseguiu-se com extracdo usando CH,Cl, e H;O, a fase organica foi lavada
com NaHCOg3, agua e sal. O solvente foi eliminado sobre pressao reduzida e o
composto obtido foi purificado por coluna cromatografica usando uma mistura
em escala gradiente de polaridade de hexano/AcOEt para se obter o produto
puro 10 com 70% de rendimento.

Para uma solugédo de 10 em DMF foi adicionado azida sédica. A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo constante a 120°C por 36 horas. Apods
remocao do solvente em rotaevaporador sob pressdo reduzida realizou-se
extragao liquido/liquido usando AcOEt/H,O. A fase organica foi removida no
rotaevaporador e o residuo obtido foi purificado por CCS usando como eluente
uma mistura gradiente de polaridade de hexano/AcOEt para obtencdo do

composto puro 11 com 70% de rendimento (Figura 44).
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o 3 oH =
- : OCHj
CHOH
—>
HCI, ta, 24h ,
HOV "/OH
H
(C,Hs)3sN, CH,Cl, 0°C
MsCl
2h
OH §
NaNs, DMF,
120°C, 24h .
MsO™

“/oH

70%
Figura 44. Rota sintética para obtengdo do metil- 3B-azido-7a,12a-dihidroxi- 56-

colano-24-ato 11.

As caracterizagdes dos compostos 9, 10 e 11 foram feitas através de ponto

de fusdo, IV, RMN de '"H e RMN de "*C e estdo de acordo com a literatura.”™ '’
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Caracterizagcao do Metil 3a,7a,12a-triidroxi-5p-colano-24-ato (9)

No espectro de infravermelho do composto 10, verificou-se a presenca
das bandas em 3384 cm™, 2931 cm™ e 1739 cm™ referentes aos estiramentos

O-H, C-H aliciclico e C=0 de ésteres, respectivamente.
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Figura 45. Espectro de IV do composto 9.

Por intermédio do espectro de RMN de 'H do composto 9 (Figura 46)
observou-se a presenca dos multipletos em & 3,94 e 3,79 ppm que podem ser
atribuidos aos hidrogénios H-12 e H-3 bem como o simpleto em & 3,58 ppm
referente aos trés hidrogénios de H-25 além dos sinais caracteristicos do acido

colico.
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spectrum 1.1 ¢1H) 300/MHZ
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Figura 46. Espectro de RMN de 'H do composto 9 (CDCl;, 300MHz)

Por meio do espectro de RMN de "*C do composto 9 (Figura 47)
observou-se a presenca dos carbonos das posi¢cées C-24, C-12, C-7 e C-3 em
0174,7;72,9; 72,1 e 68,2 ppm, respectivamente além dos sinais caracteristicos

do acido cdlico.
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Figura 47. Espectro de RMN de *C do composto 9 (acetona deuterada, 75MHz)
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Caracterizacao do Metil-3a-mesiloxi-7a-12a-diidroxi- 5g-colano-
ato (10)

No espectro de IV do composto 10 (Figura 48) destaca-se a presencga de
bandas em 1348 e 1172 cm™' caracteristicas de estiramentos SO, , bem como a
presenca de bandas em 916-738 cm™' caracteristicas de estiramentos
referentes a varias deformacdes axiais do sistema S-O-C.
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Figura 48. Espectro de 1V do composto 10.

Por meio do espectro de RMN de 'H do composto 10 (Figura 49)
destacam-se os multipletos em & 4,50 ppm, referente ao hidrogénio de H-3, e
em 0 4,11 e 3,99 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios H-12 e H-7
bem como o simpletos referentes aos trés hidrogénios de H-25 em & 3,67 ppm
e de H-26 em & 2,99 ppm, além dos outros sinais caracteristicos do restante do

acido colico.
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H do composto 10 (CDCl;, 300MHz).

No espectro de RMN de **C (Figura 50) observa-se a presenca do sinais
referentes aos carbonos das posi¢des C-24, C-12, C-7e C-3em d 175,2; 83,1;

72,8 e 72,1 ppm respectivamente.
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Figura 50. Espectro de RMN de *C do composto 10 (CDCls;, 76MHz).
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Caracterizagcdao do 3-azido (metil- 3B-azido-,7a,12a-dihidroxi-
5B-colano-24-ato) (11)

No espectro de IV do composto 11 a diferenga marcante com os
espectros dos produtos das etapas anteriores foi a presengca da banda em

2098 cm™' referente ao estiramento referente ao grupo azido Na.
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Figura 51. Espectro de IV do composto 11.

Por meio do espectro de RMN de 'H do composto 11 (Figura 52)
observaram-se os multipletos em & 3,93 ppm, referente ao hidrogénio de H-12,
e entre 6 3,85 e 3,81 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-7
bem como o simpleto referente aos trés hidrogénios de H-25 em & 3,61 ppm

além dos outros sinais caracteristicos do acido célico.
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Figura 52. Espec;‘}o de; RMI\/ de "H do été:ompéosto ﬂ (CDCls3, é300MHz). é

No espectro de RMN de "*C (Figura 53) observou-se a presenga dos
sinais referentes aos carbonos das posigdes C-24, C-12, C-7 e C-3 em ©
174,5; 72,8; 68,1 e 59,7 ppm, respectivamente, evidenciando que houve um
deslocamento de C-3 para mais proximo do TMS devido a substituicdo da

hidroxila pelo grupo azido deixando tal carbono mais blindado.
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Figura 54. Espectro de RMN de C do composto 11 (acetona deuterada, 75MHz).
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2.4.4. Procedimento Geral Para a Cicloadicao

Na obtencgéo do derivado triazélico 12 via “click chemistry” usou o alcino
terminal 5 e 0 azido 11.

O alcino terminal 5 e o derivado azido 11 foram dissolvidos em

DMSO/H,0, a esta solucdo CuSO4.5H,O e ascorbato de sédio séao

adicionados. A mistura reagente foi deixada em agitagcdo constante sob
temperatura ambiente por 96 horas. O precipitado formado foi filtrado e
purificado através de CCS usando como eluente uma mistura gradiente de
MeOH/CH.CIl, para obtencdo do composto 12 referente ao conjugado
aminoquinolina/acido cdélico com rendimento de 70% (Figura 55). O composto
12 foi caracterizado através das técnicas espectroscopicas de RMN de 'H e de
3C e HMRS.

OH =

- .
H N/ /\(\/N A Yon

HN
i N=N
cl N/ Cl N/
12

i. Reagentes e condi¢des: CuSO,. 5H,0, ascorbato de sédio, DMSO/H,0, t.a., 96 h, 60%

Figura 55. Esquema de sintese do conjugado aminoquinolina/acido cdlico unidos por
1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido 12.

Caracterizagcao do Composto 12

Ponto de fusdo: 128°C

No espectro de IV do composto 12 nota-se a presenga da banda em 3338
cm™ atribuida ao estiramento de amina aromatica, a presenca da banda em
2933 cm referente ao estiramento C-H alifatico e também destaca-se a
presenca da banda em 1581cm™ relacionada ao estiramento das ligacbes C=C
e C-N.
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Figura 56. Espetro de IV do composto 12.

Por meio espectro de RMN de "H do composto 12 foi possivel observar,
além dos sinais referentes ao anel quinolinico, o hidrogénio do 1,2,3-triazol em
0 8,02 ppm, bem como o simpleto do grupo metilénico H-1" vizinho ao triazol

em 0 4,68 ppm e os sinais referentes aos grupos metilénicos da porg¢ao acido
colico (Figura 57).

ppm

H-1"

H-triazol

L th -

EEEEN-I.C CINCY: - I

eeeld
s A A A S T

L
8 7 5 5 4

Figura 57. Espectro de RMN de "H do composto 12 (CDs;0D, 300MHz).
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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 triazol bem
como sinais referentes aos carbonos metilénicos da porcao acido cdlico (Figura
58).

deepaks 3 (13C)

HN Z

5/5‘13 B

7 8 }

a” NN
C-triazol

Figura 58. Espetro de RMN de *C do composto 12 (CD3;0D, 75MHz)
Pelo espectro de massas HMRS observou-se o pico correspondente a
massa [M+H]" 664,3825 m/z (Figura 59) que esta de acordo com o valor

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

1. TOF MS E8+
100+ 664.3625 14484
%,
1553.2609 663.3735
o [ I N....... | ei6057
o e Rt I e e e S S T il
555 B0 565 570 675 ABO GAE 590 595 600 605 610 615 620 €26 630 G35 640 6eb 63D 6A5 B6U GBS 670 675 €B0  6BB
Minimam:  5.00 =148
Maximam:  10C.00 200.0 5.0 50,0
Mass RA Cale. Mass nba PPN DBE Score Formulz
654,3625 100.00  €64.3630 =0.5 -0.7 14.5 1 €37 HS1 K& 04 Cl

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 acido codlico (composto 11) e, finalmente,
obteve-se um derivado de quinolina conjugado com acido célico 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
3C. Os composto 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 conjugagao de derivados quinolinicos com
acido cdlico usando a “click chemistry” com consequente obtengdo de novos
derivados triazélicos podem ser extendidos para outros derivados quinolinicos

e outros esteroides.
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2.6. Parte Experimental

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

Métodos Gerais (Vide pagina 41)

2.6.1. Sintese dos N-(7-cloroquinolin-4-il)-diaminoalcano (1-4)

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

Em seguida, apés verificado por CCDS , adicionou-se CH,Cl; assim que
a mistura reagente 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 formacédo de um produto mais polar. O
solvente organico foi removido sob pressdo reduzida e os compostos foram

obtidos com rendimentos em torno de 80%.

NH
/ 2
HN/\(CHZ) 0
1n=1
\ 2n=2
3n=3
= 4n=5
Cl N
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As caracterizacdes estdo de acordo com a literatura.> *1°

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

FM= C41H12CIN3

MM= 221,69 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo

Ponto de fusdo: 141°C

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

IV (KBr) (cm™): 3356 e 3251 (estiramento 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, J23=6Hz, H-2);
8,08 (1H, dd, Js5=? H-6); 7,74 (1H, s, H-8); 7,37 (1H, d, J56=9Hz, H-5); 6,53
(1H, d, J32=6Hz, H-3); 3,43 (2H, m, H-1’); 2,97 (2H, m, H-2).

RMN de "*C (75 MHz, MeOD) & (ppm): 152,5 (C-2); 149,8 (C-4); 138,4 (C-9);
127,6 (C-7); 126,1 (C-8); 124,4 (C-6); 118, 8 (C-5); 104,3 (C-10); 99,78 (C-3).
46,1(C-1’), 40,8 (C-2)).

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

FM= C42H14CIN3

MM= 235,09 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo

Ponto de fusdo: 97°C

Rf= 0,2 (MeOH/CH,CI;) Revelador= U.V.

IV (KBr) (cm™): 3352 (estiramento de N-H de amina), 3053 (estiramento C-H
aromatico), 2933 (estiramento C-H alifatico), 1585 (estiramento C=C e C-N).
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & (ppm), J (Hz): 8,37 (1H, d, J,35=6Hz, H-2);
8,23 (1H, dd, Jgs5=? H-6); 7,78 (1H, s, H-8); 7,54 (2H, m, NH); 7,44 (1H, d,
J56=9Hz, H-5); 6,46 (1H, d, J3,=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); 128,6 (C-6); 117, 8 (C-5); 99,78 (C-3), 40,6(C-1"), 39,5
(C-3’), 31,2 (C-2)).

Caracterizagao do N-(7-cloroquinolin-4-il)butano-1,4-diamina (3)
FM= C43H4sCIN3

MM= 249,74 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo

Ponto de fusédo: 123°C

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

IV (KBr) (cm™): 3228 (estiramento de N-H de amina), 3053 (estiramento C-H
aromatico), 2929 (estiramento C-H alifatico), 1581 (estiramento C=C e C-N).
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & (ppm), J (Hz): 8,44 (1H, d, J,35=3Hz, H-2);
8,36 (1H, dd, Js5=12 Hz, H-6); 7,64 (1H, s, H-8); 7,50 (2H, m, H-5, NH); 6,50
(1H, d, J3,=3Hz, H-3); 2,85 (2H, m, H-1’); 2,64 (2H, m, H-4’); 1,71 (2H, m, H-2");
1,53 (2H, m, H-3’).

RMN de "*C (75 MHz, DMSO) & (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').

Caracterizagao do N-(7-cloroquinolin-4-il)hexano-1,6-diamina (4)
FM= C15H20CIN3

MM= 277,79 g/mol

Caracteristica fisica= sélido amarelo

Ponto de fusdo: 136°C

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

IV (KBr) (cm™): 3305 (estiramento de N-H de amina), 3080 (estiramento C-H

aromatico), 2933 (estiramento C-H alifatico), 1579 (estiramento C=C e C-N).
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & (ppm), J (Hz): 8,37 (1H, d, J,5=6Hz, H-2);
8,29 (1H, dd, Jss=9 Hz, H-6); 7,76(1H, s, H-8); 7,44 (1H, m, NH); 7,31(1H, d,
Js,6= 6 Hz, H-5,): 6,45 (1H, d, J3,=3Hz, H-3); 3,25 (4H, m, H-1’, H-6"); 1,65 (2H,
m, H-5'); 1,33 (6H, m, H-2", H-3', H-4").

RMN de **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).

2.6.2. Sintese dos alcinos terminais derivados de quinolina (5-9)

Sintese do 4-amino-7-cloro-N-(prop-2-inil)quinolina (5)

Em um baldo de 50 mL foram transferidos 2,0g (10,1mmol) de 4,7-
dicloroquinolina em DMF, em seguida, adicionou-se 0,67g (12,2mmol) de
propargilamina. A mistura reagente permaneceu em agitagdo a temperatura
ambiente por 48 horas. Através de CCDS, verificou-se a formagédo de um
produto mais polar. Apos eliminagao do solvente pelo rotaevaporador o residuo
foi submetido a purificacdo por CCS utilizando uma mistura de metanol e
diclorometano em escala gradiente (4:6). Assim, obtiveram-se 1,53g (7,1mmol)
de 5 (rendimento 70%).

HN/i
I
=
cl N

FM= C12HgCIN,

MM= 216,67 g/mol

Caracteristica fisica= sélido branco

Ponto de fusédo: 230°C

Rf= 0,2 (MeOH/CH.Cl;) Revelador=U.V.
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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 (estiramento 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, J2 3=
9Hz, H-3); 4,41 (2H, m, CH;NH); 2,50 (1H, s, H-3').
RMN de **C (75 MHz, CDCIs) & (ppm): 155,5 (C-4); 143,5 (C-2); 138,9 (C-9);
138,5 (C-7); 127,6 (C-8); 126,5 (C-6); 119,6 (C-5); 116,0 (C-10), 99,8 (C-3),
78,8 (C-2"), 75,7 (C-3’), 32,6 (C-1").
ESI-MS (TOF), m/z: tedrico [M+H]" 217,0 m/z; experimental [M+H]" 217,0 m/z.
Sintese e  caracterizagdo do  4-amino-7-cloro-N-[2-(prop-2-
inilamino)alquil] quinolina (6-8)

Em um baldo de 50 mL adicionou-se a aminoquinolina correspondente
(1, 2 e 4) em etanol, prosseguiu-se com adicdo de carbonato de potassio e
brometo de propargila a 0°C. Manteve-se a mistura reagente sob agitacao
constante a temperatura ambiente por 48 horas. Através de CCDS, verificou-se
a formagédo de um produto mais apolar. O solvente orgénico foi removido sob
pressao reduzida. Adicionou-se 10mL de CH)Cl, e realizou-se extracao
liquido/liquido em CH,CIy/H,O. Apds destilacdo da fase organica realizou-se
purificacdo através de CCS usando uma mistura em escala gradiente de
polaridade de CH,Cl,/MeOH (0,3:9,7). Os compostos 6-8 foram obtidos com

rendimentos em torno de 50%.
H /
HN/\( /N\//

CHo)},

X 6n=1

7n=2
= 8n=5
Cl N

Caracterizagcdo 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-inilamino)etil)quinolina
(6):
FM= C14H14C|N3

MM= 259,73 g/mol
Caracteristica fisica= 6leo
Rf= 0,4 (MeOH/CH,CI;2:8) Revelador=Ilampada U.V.

117



Sintese e Avaliagdo Biologica de Derivados de Tiopurina e de Derivados de Quinolinas
Conjugados com Acido Colico via “Click Chemistry”

Raman (cm™): 3310 (estiramento de C-H alcino), 3060 (estiramento C-H
aromatico), 2942 C-H (estiramento C-H alifatico), 2111 (estiramento CC alcino),
1580 e 1368 (estiramento C=C e C-N)

RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) & (ppm), J (Hz): 8,36 (1H, d, J»3=3Hz, H-2);
8,10 (1H, dd, Js5=9 Hz, H-6); 7,76 (1H, s, H-8); 7,41 (1H, d, J56= 9 Hz, H-5);
6,58 (1H, d, J3,= 3 Hz, H-3); 3,5 (4H, m, H-1" e H-3); 3,02 (2H, m, H-2'); 2,64
(1H, s, H-5').

RMN de **C (75 MHz, CD;0D) & (ppm): 152,8 (C-4); 152,3 (C-2); 149,5 (C-9);
136,5 (C-7); 127,5 (C-8); 126,2 (C-6); 124,4 (C-5); 99,8 (C-3), 82,0 (C-4’), 73,5
(C-5’), 47,3 (C-1"), 43,3 (C-2’), 30,9 (C-3).

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

FM= C15H1sCIN3

MM= 273,76 g/mol

Caracteristica fisica= oleo

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

Raman (cm™): 3069 (estiramento C-H aromatico), 2942 (estiramento C-H
alifatico), 2124 (estiramento CC alcino), 1619 e 1374 (estiramento C=C e C-N).
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & (ppm), J (Hz): 8,11 (1H, d, J,3=3Hz, H-2);
7,81 (1H, dd, Js5=9 Hz, H-6); 7,52 (1H, s, H-8); 7,17 (1H, d, J56= 9 Hz, H-5);
6,29 (1H, d, J3 2= 6 Hz, H-3); 3,19 (2H, m, H-1"); 3,07 (1H, s, H-6); 2,51 (2H, m,
H-3), 2,44 (2H, s, H-4"), 1,68 (2 H, m, H-2').

RMN de *C (75 MHz, DMSO) & (ppm): 153,1 (C-4); 152,0 (C-2); 149,0 (C-9);
136,7 (C-7); 127,2 (C-8); 126,3 (C-6); 124,5 (C-5), 118,7 (C-10), 99,7 (C-3),
79,2 (C-5"), 75,1 (C-6’), 52,3 (C-3’), 42,9 (C-4’), 42,8 (C-1’), 26,41 (C-2').
Caracterizacao 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-inilamino)hexil)
quinolina (8)

FM= C4gH22CIN3

MM= 273,76 g/mol

Caracteristica fisica= oleo

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

118



Sintese e Avaliagdo Biologica de Derivados de Tiopurina e de Derivados de Quinolinas
Conjugados com Acido Colico via “Click Chemistry”

Raman (cm™): 3079 (estiramento C-H aromatico), 2932 (estiramento C-H
alifatico), 2130 (estiramento CC alcino), 1631 e 1374 (estiramento C=C e C-N).
RMN de 'H (300 MHz, DMSO) & (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); 7,40 (1H, dd, Jss= 8,3 Hz, H-5);
6,53 (1H, d, J3= 6,1 Hz, H-3); 3,40 (2H, s, H-7’); 3,35 (1H, s, H-9’); 2,62 (2H,
m, H-1’), 2,52 (2H, m, H-6’), 1,73(2 H, m, H-2’), 1,46 (6H, m, H-3’, H-4’ e H-5’).
RMN de **C (75 MHz, DMSO) & (ppm): 153,9 (C-4); 151,0 (C-2); 148,1 (C-9);
137,4 (C-7); 126,9 (C-8); 126,6 (C-6); 124,8 (C-5); 118,6 (C-10), 99,9 (C-3),
79,3 (C-8’), 75,1 (C-9’), 54,0 (C-6’), 44,4 (C-1’), 42,9 (C-T’), 29,5 (C-2), 29,3
(C5), 28,4 (C-3’), 28,2 (C-4").

2.6.3. Obtencao do Azido Terminal Derivado de Acido Célico
Sintese do Metil-33,7a,12a-triidroxi-5B-colano-24-ato (9)

Em um baldo de fundo redondo (100 mL) mantiveram-se 3,1g de acido
célico em metanol e adicionaram-se, lentamente, 20 gotas de acido cloridrico
sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 24 horas, levando ao
composto 10 com rendimento quantitativo. Através de CCDS (Rf=0,3
Hexano/AcOEt, 1:1), verificou-se a formacdao de um produto apolar.
Prosseguiu-se com neutralizagdo do meio usando NaOH 1N. O solvente
organico foi removido sob presséo reduzida e o residuo obtido foi cristalizado

em acetato de etila. O compostos 10 foi obtido com rendimento quantitativo
(3,2 9).

13,17

As caracterizacdes estdo de acordo com a literatura.
FM= C25H420s5
MM= 422,6 g/mol
Caracteristica fisica= solido branco
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Ponto de fusdo: 158°C

Rf= 0,3 (Hex/AcOEt1:1) Revelador=20% solucao etandlica de H,SO4

IV (KBr) (cm™): 3384 (estiramento de O-H), 2931 (estiramento C-H alifatico),
1739 (estiramento C=0 de ésteres).

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

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

Sintese do 3a,24-dimesiloxi-7a,12a-diidroxi-5p-colano (10)

Em um baldo de 100 mL contendo 2g do composto 10 (4,92 mmol) em
diclorometano (20 mL) adicionaram-se 6,4 mL de trietilamina (49,2 mmol) a
0°C. Em seguida, 0,5 mL de cloreto de metanossulfonila (4,92 mmol) foi
adicionado lentamente a mistura reagente. A solugao reagente foi deixada em
agitagdo por 2 horas a 0°C. Através de CCDS (Rf=0,8 Hexano/AcOEt, 1:1),
verificou-se a formacgdo de um produto apolar. O solvente organico foi lavado com agua
e sal. O solvente orgénico foi removido sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi
purificado por CCS usando uma mistura em escala gradiente de polaridade de
Hex/AcOEt (8:2). Foram obtidos 1,9 g do composto desejado (rendimento de 80%).

13,17

As caracterizagdes estdo de acordo com a literatura.
FM= 026H4407S
MM= 500,69 g/mol
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Caracteristica fisica= 6leo translucido

Rf= 0,8 (Hex/AcOEt1:1) Revelador=20% solucao etandlica de H,SO4

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

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

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

Sintese do 3-azido (metil- 3B-azido-,7a,12a-dihidroxi- 5-
colano-24-ato) (11)

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se numa solugcdo de 11 em DMF
azida sodica. A mistura reagente foi mantida sob agitagdo constante a 120°C
por 36 horas. Através de CCDS (Rf=0,8 Hexano/AcOEt, 1:1), verificou-se a formacao
de um produto polar. Apds remogao do solvente em rotaevaporador sob pressao
reduzida prosseguiu-se com a purificacdo atraves de CCS usando uma mistura em
escala gradiente de polaridade de Hex/AcOEt (7:3). Foram obtidos 1,9 g do composto

desejado (rendimento de 80%).

As caracterizacdes estdo de acordo com a literatura.™'’

FM= 025H41N304
MM= 447,61 g/mol
Caracteristica fisica= cristal branco

Ponto de fusado: 175°C
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Rf= 0,8 (Hex/AcOEt1:1) Revelador=20% solucao etandlica de H,SO4

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

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

RMN de **C (75 MHz, acetona deuterada) & (ppm): 174,5 (C-24), 72,8 (C-12),
68,1 (C-7), 59,7 (C-3), 59,7 (C-13), 47,4 (C-25), 47,1 (C-2), 42,9 (C-14), 42,6
(C-14), 40,8 (C-8), 40,6 (C-9), 35,4 (C-1), 33,7 (C-10, C-4 e C-6), 28,2 (C-11),
26,9 (C-10), 23,7 (C-15), 23,5 (C-21), 17,4 (C-19), 12,8 (C-18).

2.6.4. Sintese do conjugado aminoquinolina/acido célico: (R)-
metil-4-(( 3S, 5S, 7R, 10S,12S, 13R, 17R)-3-(4-((7-cloroquinolin-
4-ilamino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-hexadecaidro-7,12-diidroxi-

10,13-dimetil-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanoato (12)

Em um baldo de 25 mL, 0,170g (0,78mmol) do alcino (composto 5) e
0,381g (0,85mmol) do azido (composto 12) foram dissolvidos em DMSO/H,0
1:1 (8mL). Para esta solugdo, 0,010g (0,04mmol) de CuS0O4.5H,0 e 0,062¢g
(0,31Tmmol) de ascorbato de sddio foram adicionados. A mistura reagente foi
deixada em agitagcdo constante sob temperatura ambiente por 72 horas. O
precipitado formado foi filtrado e através de CCDS (Rf=0,3 MeOH/CHCl,, 2:8),
verificou-se a formagédo de um produto polar. Prosseguiu-se com a purificagao
através de CCS usando uma mistura em escala gradiente de polaridade de
MeOH/CH.CI, (1:1). Foram obtidos 0,217g do composto 12 (rendimento de
50%).
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FM= C37H50CIN504

MM= 664,28 g/mol

Caracteristica fisica= cristal amarelado

Ponto de fusédo: 128°C

Rf= 0,3 (MeOH/CH,CI,2:8) Revelador=lampada UV

IV (KBr) (cm™): 3338 (estiramento de amina aromatica), 2933 tem-se C-H
(estiramento C-H alifatico), 1581 (estiramento C=C e C-N).

RMN de 'H (300 MHz, acetona deuterada) & (ppm), J (Hz): 8,38 (1H, d, J, 3=
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, J3,= 4 Hz, H-3); 4,68 (2H, s,
H-17); 3,98 (1H, s, H-12), 3,75 (1H, s, H-7), 3,60 (3H, s, H-25), 1,02 (3H.,d, J=
6Hz, H-20), 0,92 (3H, s, H-18), 0,68 (3H, s, H-19).

RMN de *C (75 MHz, 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-5’); 117,8 (C-10"), 100,3 (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), 35,4 (C-1), 33,7 (C-10, C-4 e C-6), 28,2 (C-11), 26,9 (C-10), 23,7
(C-15), 23,3 (C-21), 17,6 (C-19), 12,9 (C-18).

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