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RESUMO

Neste trabalho descrevemos os estudos que visam a sintese
enantiosseletiva do poliacetileno R-(+)-5-octa-2,4,6-triinil-furan-2(5H)-
ona 31 (nome comum vernoniina) e a semissintese de derivados do
triterpeno lupeol 8. Ambas as substancias (31 e 8) estdo presentes no
extrato etanolico de folhas e flores de Vernonia scorpioides, uma
espécie nativa pertencente a familia Asteraceae e conhecida
popularmente como erva-de-sdo-simdo ou piraca. Em virtude do baixo
rendimento na fonte natural e da promissora atividade antitumoral,
planejamos uma rota sintética linear para a sintese total de 31, na qual a
cadeia poliacetilénica foi preparada via reacdo de acoplamento de
Cadiot-Chodkiewicz. O intermediério chave deca-4,6,8-triin-1-al 116 foi
sintetizado em 5 etapas com rendimento global de 54% sendo utilizado
como material de partida em duas metodologias diferentes para
formacdo do centro estereogénico: a-oxiaminacdo assimétrica e di-
hidroxilagdo assimétrica de Sharpless. No entanto, ndo foi possivel obter
éxito nesta etapa, fato que inviabilizou a sintese total de 31. Na outra
vertente do trabalho, o triterpeno lupeol 8 foi isolado em quantidades
suficientes a partir de extratos de V. scorpioides remanescentes em
nosso grupo de pesquisa aproveitando-se, dessa forma, a arquitetura
estrutural triterpénica para a semissintese de 10 derivados por meio de
reacdes classicas como acilacdo, oxidacdo e reducdo. As modificacdes
foram direcionadas para o grupamento isopropilideno com a
funcionalizagdo de C30 com OH para atuar como nucledfilo em reacéo
acilacdo, levando a obtencéo de cinco derivados ésteres inéditos. Lupeol
8 e os derivados semissintéticos foram avaliados com relacdo a
atividade antileishmania (L. amazonensis) e antitripanossoma (T. cruzi).
O derivado 3,30-dihidroxi-lup-20(29)-eno 183 foi o0 mais ativo (Clsg =
12,48 pg/mL) frente a forma amastigota de T. cruzi e 0 menos citotéxico
(CCsp = 161,50 pg/mL). Dentre os derivados substituidos em C30, o
tamanho da cadeia alquila parece ser importante para atividade
antiparasitaria, visto que o derivado 3p-acetoxi-30-octanoato-lup-
20(29)-eno 191 foi mais ativo que o derivado 3p-acetoxi-30-butirato-
lup-20(29)-eno 190. Nenhuns dos compostos ativos inibiram a atividade
da enzima tripanotiona redutase.

Palavras-chave: poliacetilenos, lupeol, Vernonia scorpioides, sintese,
antileishmania, antitripanossoma.






ABSTRACT

We herein describe the studies towards the enantioselective total
synthesis of polyacetylene R-(+)-5-octa-2,4,6-triinil-furan-2(5H)-ona 31
(common name vernoniina) and the semisynthesis of lupeol 8
derivatives. Both substances (31 and 8) are present in the ethanol extract
of the leaves and the flowers of Vernonia scorpioides, a native species
of the Asteraceae family and popularly known as the erva-de-sdo-siméo
or piraca. Due to the low yield of 31 from the natural source and the
promising antitumor activity, we have planned a linear synthetic route
for the total synthesis of 31, which the polyacetylenic chain was
prepared by multistep reaction with key one based on Cadiot-
Chodkiewicz coupling reaction. The key intermediate deca-4,6,8-triyn-
1-al 116 was synthesized in 5 steps with 54% overall yield. The
compound 116 was used as a starting material in two different
methodologies for the formation of the stereogenic center: asymmetric
a-aminoxylation and Sharpless asymmetric dihydroxylation. However,
it was not possible to be successful at this step, making impossible to
finalize the totoal synthesis of 31. In the other part of the work, the
triterpene lupeol 8 was isolated with enough amounts from residual
extracts of V. scorpioides in our research group, taking the opportunity
the triterpene structural architecture to synthetize 10 derivatives by
classical reactions such as acylation, oxidation and reduction. The
modifications were focused at the isopropylidene fragment by creating a
new functional group OH at C30, which participated as nucleophile in
acyl substitutions providing 5 new esters derivatives. Lupeol 8 and
semisynthetic compounds were evaluated regarding the antileishmanial
(L. amazonensis) and antitrypanosomal (T. cruzi) activity. The 3p,30-
dihydroxy-lup-20(29)-en 183 showed the best antitrypanosomal activity
(IC5o = 12.48 pg / mL) and the lowest cytotoxicity (CCsy = 161.50 ug /
mL). Among the C30 substituted derivatives, the size of the aliphatic
chain seems to be important for the antiprotozoal activity, since the
derivative 3p-acetoxy-30-octanoate-lup-20(29)-ene 191 was most active
than derivative 3p-acetoxy-30-butyrate-lup-20(29)-ene 190. None of the
active compounds inhibited the trypanothione reductase activity.

Keywords: polyacetylenes, lupeol, Vernonia scorpioides, synthesis,
antileishmanial, antitrypanosomal.
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INTRODUCAO

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos
envolve muitas etapas, tornando-se longo e oneroso para as industrias
farmacéuticas. Estima-se que s&0 necessarios $2558 milhdes  de délares
durante 12 a 15 anos de pesquisa para 0 descobrimento de uma
substancia promissora até o lancamento do medicamento para o
mercado consumidor (Figura 1)." A cada 10 mil substancias
bioensaiadas em modelos de animais na fase pré-clinica na busca do
composto lider, somente 10 chegam aos estudos clinicos em humanos
para que apenas 1 substancia seja aprovada pelas agéncias reguladoras.

4—— Pesquisa —p» 4———— Desenvolvimento ——p

Fase Pré-clinica(3 a 4 anos) Fase clinica (5 a 8 anos)

-, Fasel Fase ll Faselll  Registro
Atividades: g
Busca Buscado Otimizagdo Tox. Seguranga/tolerancia Eficacia Eficacia comparada
do alvo lider lider Metabol. humanos e FC em Definigdo da dose. em pacientes com
FC em animais pacientes sadios Seguranga em indicagdo
pacientes
* . " !
Custo: $ 1098 $ 1460
100% 60% 23% 10%
Porcentagem de sucesso para a fase subsequente

Figura 1. Processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos e 0s
custos referentes a cada etapa. (FC: farmacocinética; tox.: toxicidade;
metabol.: metabolismo) *Custo exPresso em milhdes de dolares e
referentes ao perfodo de 2005 a 2010". Fonte: adaptado®

De fato, os fdrmacos raramente sdo descobertos. A substancia
com atividade bioldgica promissora é denominada composto lider
Normalmente o composto lider precisa ser modificado sinteticamente
para aperfeicoar a atividade bioldgica, propriedades fisico-quimicas ou

“ Autores consideraram a cotacdo do mercado financeiro em 2013.
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caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas, tornando-se entéo
um candidato a farmaco.?

A natureza, materializada nas plantas, organismos marinhos,
fungos e até mesmo nos animais, constitui uma valiosa fonte de
substancias bioativas e, por conseguinte, compostos lideres. Assim
como também, a histéria nos remete a célebres exemplos de farmacos
descobertos em fontes naturais: morfina 1 (Papaver somniferum, 1804),
penicilina 2 (Penicillium chrysogenum, 1928) e paclitaxel 3 (Taxus
brevifolia,1971) (Figura 2).

©\/CU)HN “s

7
5/ o

penicilina (2)

artemisinina (4)

avermectina (5)

Figura 2. Estruturas quimicas de importantes PNs na histéria do
desenvolvimento de farmacos.

Em 2015, dois metabdlitos secundarios - também conhecidos
como produtos naturais (PNs) — estiveram no centro das atengdes da
comunidade cientifica. Trata-se de artemisinina 4, encontrada nas folhas
de Artemisia annua; e avermectina 5, produzida por bactérias do solo
Streptomyces avermitilis. Ambos PNs sdo farmacos utilizados no
tratamento de parasitoses (maléria e filariose linfatica/oncocercose,
respectivamente) e tiveram seus descobridores laureados com o Prémio
Nobel em Fisiologia ou Medicina na ocasido: William Campbel, Satoshi
Omura e Youyou Tu.*
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A premiacdo dos responsaveis pela pesquisa com PNs, mesmo
apos 30 anos de efetividade dos farmacos na pratica clinica, reascendeu
a discussdo da importancia dos PNs no processo de descobrimento e
desenvolvimento de farmacos. A expressdo “a nova era dourada dos
PNs” foi usada para descrever o momento.®> O fato é que com 0 avanco
das técnicas de identificacdo, novas tecnologias para isolamento e o
desenvolvimento das ferramentas de biologia molecular aEIicadas a
PNSs, a “nova era” apresenta-se com perspectivas promissoras.

Um dado representativo da relevancia dos PNs esta na analise
feita dos 1592 farmacos aprovados no periodo entre 1981 a 2014. Cerca
da metade das novas entidades quimica apresentam alguma relacdo com
PNs, sendo que 21% sdo derivados de PNs e 4% séo originalmente PNs.
Especificamente para o tratamento do céncer, 12% dos medicamentos
aprovados eram produtos naturais; 25% eram derivados de PNs,
normalmente via semissintese; 10% totalmente sintéticos, porém com o
grupo farmacofdrico pertencente & PNs e 19% totalmente sintéticos.’

As principais caracteristicas que tornam os PNs estruturas
privilegiadas no desenvolvimento de farmacos estéo relacionadas com a
diversidade quimica que estas substancias normalmente apresentam,
como o grande numero de grupos funcionais e centros assimétricos,
assim como a variedade de esqueletos quimicos, incluindo a presenca de
diferentes heteroatomos. Estas peculiaridades produzidas pelos
organismos vivos, em forma de metabdlitos secundarios, como resposta
as condicfes ambientais e muitas vezes para garantir a sobrevivéncia
dos mesmos no ecossistema, proporcionam estruturas quimicas Unicas
que desafiam a criatividade humana.®®

No entanto, devido a pequena quantidade que os PNs sdo
produzidos nas fontes naturais, torna-se essencial a sintese total das
substancias promissoras (lider) para viabilizar os estudos cientificos,
visto que se estima a necessidade de 1 a 10 g de substancia para
desenvolver os estudos de relacdo estrutura-atividade (REA) na fase pré-
clinica e aproximadamente 100 g gara todo o processo de
desenvolvimento do candidato a farmaco."

As modificagbes semissintéticas em produtos naturais é a
estratégia mais eficiente para explorar as caracteristicas de REA em
pequena escala e apresentam a melhor relacdo custo/beneficio, uma vez
gue utiliza fontes renovaveis e sustentaveis para o provimento de
esqueletos complexos para o desenvolvimento de novos protétipos.**

O Brasil ocupa lugar de destaque no cenario mundial de fontes
naturais de PNs, devido a sua grande extensao territorial com diferentes
biomas, sendo detentor de aproximadamente 20% da biodiversidade
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mundial.*> Adicionalmente, a populacdo nativa também detém vasto
conhecimento tradicional do uso das plantas medicinais para o
tratamento das mais diversas doencas, fato que motiva pesquisadores e a
indUstria a investigar as substancias ativas das mesmas.

Inserido neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem experiéncia
na investigacdo quimica de plantas utilizadas na medicina popular,
especialmente espécies pertencentes a familia Asteraceae, no intuito de
identificar as substancias bioativas responsaveis pelas acdes
farmacoldgicas. Recentemente, o campo de pesquisa do grupo tem
expandido para reacdes de modificacdo molecular das substancias de
interesse’ e sendo esta tese o primeiro trabalho de sintese total de
produtos naturais. Dentre as principais patologias investigadas em
colaboragdo com outros pesquisadores estdo leishmanioses, doenca de
Chagas, inflamag&o e cancer.

Esta tese foi organizada em trés capitulos. No Capitulo | esta
contemplada uma revisdo bibliografica sobre a espécie Vernonia
scorpioides. O Capitulo Il descreve e discute os resultados obtidos no
estudo visando a sintese total enantiosseletiva do poliacetileno (+)-
vernoniina, encontrado em V. scorpioides. No Capitulo Il estdo
apresentados os dados referentes ao isolamento do triterpeno
pentaciclico lupeol de V. scorpioides e a semissintese de derivados com
atividade antileishmania e antitripanossoma.

" Artigo publicado contendo os resultados apresentados no capitulo 111 desta
tese: MACHADO, V. R.; SANDJO, L. P.; MORAES, M.; PINHEIRO, L.
G.; STEINDEL, .M.; PIZZOLATTI, M. G.; BIAVATTI, M. W. Synthesis
of lupeol derivatives and their antileishmanial and antitrypanosomal
activities. Natural Product Research, v. 32, n. 3, p. 275 - 281, 2017
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CAPITULO 1

Vernonia scorpioides
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CAPITULO I - Vernonia scorpioides
1.1. Apresentac¢do do capitulo

Neste capitulo sera apresentada uma reviséo bibliografica sobre a
espécie Vernonia scorpioides, assim como a contextualizacdo historica
gue motivou o grupo de pesquisa a investiga-la quimicamente, fato que
proporcionou o isolamento de lactonas e poliacetilenos citotoxicos.

1.2. Introducdo

Vernonia scorpioides (Lam.) Pers (Figura 3) é uma planta perene,
subarbustiva, medindo de 1 a 2 metros de altura, pertencente a familia
Asteraceae, popularmente conhecida como assa-peixe, enxuga, erva-de-
sdo-simao ou piraca. Geralmente é encontrada em areas desflorestadas e
em solos de baixa qualidade, o que leva muitos a considerarem como
uma erva daninha."®

Na medicina popular, o extrato alcodlico das folhas frescas é
utilizado em aplicacBes topicas para o tratamento de enfermidades da
pele, parasitoses, feridas crénicas, alergias, processos inflamatérios em
geral e Glceras nos membros inferiores (pé diabético).'***

Figura 3. Vernonia scorpioides. Foto: grupo de pesquisa.

A fim de encontrar evidéncias cientificas para o uso popular,
alguns estudos de investigacdo farmacologica de extratos de V.
scorpioides foram conduzidos. Em 1996, Freire e colaboradores'
avaliaram a atividade antifingica in vitro dos extratos de cloroférmio e
hexano de folhas e caules de V. scorpioides. Embora o estudo tenha
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avaliado altas concentragBes (1 mg, 3 mg e 5 mg), os extratos
demonstraram-se ativos com halos de inibicdo de até 80 mm em cultura
de Penicillium citrinum.

Estudos in vivo de cicatrizagdo demonstraram que o extrato
etanolico das folhas (100 mg) proporcionou uma melhor regeneracgdo e
organizagdo do novo tecido sem apresentar sinais de necrose na Ulcera,
mas ndo apresentou significativo efeito de cicatrizacdo.”* Ja uma
subfracdo de acetato de etila (50 pL) proveniente do fracionamento
cromatografico do extrato alcodlico apresentou promissora atividade
cicatrizante em Ulceras infectadas com S. aureus durante 7 dias de
tratamento in vivo.'® A avaliacéo tépica in vivo da acao anti-inflamatéria
do extrato hidroalcodlico de folhas e flores demonstrou efetividade na
supressdo de importantes mediadores inflamatdrios como é&cido
aragquiddnico em processos agudos e cronicos.’

O potencial citotéxico e antitumoral dos extratos de V.
scorpioides também é relatado na literatura. A fracdo de diclorometano
do extrato hidroalcodlico das folhas e uma fragdo purificada da mesma
inibiu totalmente o desenvolvimento de tumores asciticos de Erlich e
Sarcoma 180 quando administrado diretamente no tumor in loco (5
mg/kg) em 7 dias de tratamento e a longo prazo (30 dias) contribuiu
para 0 aumento do tempo de vida e sem alterar o peso dos
camundongos. Porém, ndo foi observada atividade antitumoral quando
as fracGes foram administradas v.0. ou i.p. sugestionando a acédo
enzimatica de inativago das substancias bioativas.*®*®

A prospeccdo quimica dos extratos de V. scorpioides possibilitou
a identificacdo de substancias pertencentes a diferentes classes de
metabolitos secundarios, como lactonas sesquiterpénicas, triterpenos,
esteroides, flavonoides, substancias fenélicas e poliacetilenos (Figura 4).
Destaque para as lactonas sesquiterpénicas 23-28 e os poliacetilenos 31-
38, descritos pela primeira vez na literatura pelo nosso grupo de
pesquisa.
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gura 4. Substéncias isoladas de Vernonia scorpiodes: 7,12,13,16,18-
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39, 40%; 41437
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A investigacdo fitoquimica de V. scorpioides pela investigadora
principal do grupo professora Dr.* Maique W. Biavatti foi motivada pelo
relato do uso de preparacdes tépicas das folhas da planta no tratamento
de escaras de decubito em idosos de uma casa de repouso no municipio
de Itajai (SC). Apesar dos resultados obtidos nos modelos cientificos
descritos anteriormente ndo tenham sido promissores, os profissionais
de saude da instituicdo afirmavam observar uma melhora na cicatrizacdo
e cura das feridas nos idosos com o tratamento a base da planta.

Dentre as substancias descritas na Figura 4, muitas apresentam
atividade bioldgica destacada, como por exemplo, a lactona 25 que
apresentou Clsg de 3,3 UM em linhagem celular tumoral Hela, valor
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proximo ao exibido pelo farmaco paclitaxel (Clso = 2,5 pM).?2 O foco
da revisdo bibliografica nos préximos capitulos sera direcionado para 0s
poliacetilenos 31 - 38 (Cap. 1) e o triterpeno pentaciclico lupeol 8 (Cap.
111), visto que 0s mesmos sdo 0 objeto de estudo deste trabalho.
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CAPITULO II

Estudos visando a sintese total do poliacetileno
(+)-vernoniina
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CAPITULO II - Estudos visando a sintese total do poliacetileno
(+)-vernoniina

2.1. Apresentacao do capitulo

Neste capitulo serdo apresentados os dados referentes ao estudo
das rotas sintéticas planejadas para a sintese total enantiosseletiva do
poliacetileno isolado em V. scorpioides, nomeado vernoniina 31. Parte
destes dados foram obtidos durante o periodo sanduiche do
doutoramento no Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT), em
Cambridge-EUA, no Departamento de Quimica, sob orientagéo do Prof.
Dr. Rick Lane Danheiser.

2.2. Introducéo

Os poliacetilenos compreendem a classe de metabdlitos
secundarios caracterizados %uimicamente pela presenca de duas ou mais
triplas ligagdes conjugadas.”*** Sdo descritas mais de 2000 substancias
com variadas estruturas quimicas contendo tais caracteristicas, podendo
ser encontradas em diversas fontes naturais como plantas, fungos,
bactérias, organismos marinhos e insetos.*

O primeiro relato de isolamento de um poliacetileno como
produto natural foi em 1826, no qual o éster de deidromatricaria 47 foi
encontrado em espécies de Artemisia sp.** (Figura 5). Ja o derivado
acido de deidromatricaria 48 foi relato como uma toxina secretada por
uma espécie de besouro (Chauliognathus lecontei), sendo o Unico
representante poliacetileno descrito em animais No entanto, acredita-se
gue 0 mesmo seja proveniente das plantas consumidas pelos besouros.

:::MO :::MO

47 OCH; 48 OH

Figura 5. Primeiro poliacetileno descrito na literatura 47 e seu derivado
acido encontrado em besouros 48.

Com relagdo as plantas, algumas familias diferenciam-se pela
prevaléncia de poliacetilenos como metabdlito secundario, sendo
comumente encontrados em Apiaceae®™, Araliaceae®™, Asteraceae®,
Campanulaceae, Olacaceae, Pittosporaceae, e Santalaceae. Importante
ressaltar que a familia Asteraceae detém mais da metade do numero de
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poliacetilenos ja descritos. Muitos poliacetilenos estdo presentes em
plantas comestiveis, principalmente as pertencentes a familia Apiaceae,
como é o caso de cenoura, aipo e salsa. >

A biossintese dos poliacetilenos tem como ponto inicial a
biossintese de acidos graxos saturados a partir da adicdo cabecga-cauda
de unidades de malonil a cadeia crescente acila. Na sequéncia, ocorre
uma série de derivatizagBGes enzimaticas até a formacao da tripla ligacdo
a partir da dupla ligacdo pré-existente. O mecanismo de formacdo da
tripla ligacdo mais aceito é a reacdo de eliminacdo de um intermediario
enol carboxilato ativado®®. O Esquema 1 apresenta trés intermediarios
acetilénicos biossintetizados a partir do acido estearico 49 e que sdo 0s
precursores da grande variedade estrutural de poliacetilenos (acido
crepeninico 53, acido esteardlico 54, acido taririco 55), uma vez que a
principal diferenca entre eles esta na localizag&o da ligacéo tripla.

i \/\/\/_\M/\/?\
— — A
/\/\/_\/_\/\/\/\)J\OH —_— 13 — OH

acido linoleico 12
53

! 0
\WOH S %

X
acido oleico 100N
50 OH
T 54

©

o

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

acido estearico
49

\/\/\/\/\/E/\/\)Jon - /WV\/W\/(i
acido petroselinico 8 OH

52 55
Esquema 1. Biossintese de acetilenos a partir de &cidos graxos.

Os intermedidrios acetilénicos, por sua wvez, originam 0s
poliacetilenos por meio das reacBes enzimaticas catalisadas por
desaturase/acetilase, as quais introduzem novas unidades acetilénicas,
muitas vezes conjugadas. A variedade estrutural desta classe de PNs ¢é
ampla e classificada, principalmente, de acordo com o nidmero de
carbonos, mas também pela presenca de heterociclos ou anel aromatico
e a presenca de aleno, conforme exemplificado na figura abaixo com
alguns poliacetilenos derivados do 4cido crepeninico 53 (Esquema 2).*
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Esquema 2. Representacdo esquematica da biossintese dos
poliacetilenos derivados do &cido crepenl'nico 53 e classificagdo
conforme niimero de carbonos (adaptado®’)

2.2.1. Atividades bioldgicas de poliacetilenos

Pode-se dizer que um dos relatos mais antigos a respeito da acéo
farmacoldgica de um poliacetileno foi descrito por Platdo em Phaedo
(360 B.C.E), didlogo em que sdo descritos os Ultimos momentos de
Socrates (470 B.C.E - 399 B.C.E). A interpretagdo dos sintomas
descritos por Platio pode ser atribuida a acdo neurotoxica,
provavelmente causada por cicutoxina 56 (Figura 6), um dos
constituintes majoritarios de espécies dos géneros Conium sp. e Cicuta
sp. Estas plantas toxicas eram comumente utilizadas na forma de cha na
execucdo de condenados nos tempos antigos. *°
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Figura 6. Poliacetilenos com atividade neurotoxica.

A acdo de cicutoxina 56 ocorre diretamente no sistema nervoso
central causando convulsdes tonico-clénicas severas e paralisia
respiratéria podendo levar ao O6bito, sendo a DLsy, < 3mg/kg,
determinada em camundongos. Estudos sugerem que 0 mecanismo de
acdo seja a interagdo de cicutoxina com os canais de cloro dos
receptores GABA, causando a inibicdo da ligacdo especifica de
antagonistas GABAA.* Outros poliacetilenos alifaticos, como
isocutoxina 57, oenantotoxina 58*%, falcarinol 59*, falcarindinol 60%,
virol A 62, virol B 63, virol C 64, também apresentam neurotoxicidade
por meio de modulagdes no receptor GABA. Estudos de relacdo
estrutura-atividade em camundongos indicam que o tamanho do sistema
de ligagdes m conjugadas e a geometria das duplas ligagdes sdo
importantes para o0s efeitos toxicolégicos. Grupos terminais
funcionalizados com oxigénio e o grupamento alcool alilico s&o
essenciais para a toxicidade.*

Ja a toxicidade em linhagens de células tumorais € uma das
atividades farmacoldgicas mais abordadas na literatura para
poliacetilenos. Destaque para os poliacetilenos alifaticos isolados em
Panax ginseng C.A Meyer, uma das mais valiosas e populares plantas
medicinais do Oriente (Figura 7). Diversos poliacetilenos com o
esqueleto do tipo falcarinol foram isolados a partir da investigagao, no
inicio dos anos 80, da atividade citotoxica dos extratos lipofilicos de P.
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ginseng.”**®  Dentre as substancias, destacam-se falcarinol 59,

panaxadiol 65, e panaxatriol 66, 0s quais estdo presentes em grandes
guantidades nas raizes de P. ginseng (297, 250 e 320 ug/g,
respectivamente).*’

OH

10
AN
N\

65

Figura 7. Poliacetilenos encontrados em Panax ginseng: panaxadiol 65
e panaxatriol 66.

A citotoxicidade dos poliacetilenos de P. ginseng foi
demonstrada in vitro em diferentes linhagens de células tumorais,
incluindo leucemia (L-1210), melanoma (B-16), adecarcinoma gastrico
(MK-1). Especificamente para MK-1, o0s poliacetilenos exibiram
extrema toxicidade com EDsy de 0,027 pg/mL (falcarinol 59), 0,016
pug/mL (panaxadiol 65) e 0,171 pg/mL (panaxatriol 66). A seletividade
dos poliacetilenos para as células tumorais foi evidenciada quando doses
cerca de 20 vezes maiores que aquelas utilizadas nas células tumorais
foram necessarias para inibir o crescimento de fibroblastos humanos
(MRC-5).8

Embora diversos estudos apontem o potencial citotéxico de
poliacetilenos in vitro, poucos sdo aqueles que avancam para a avaliagdo
in vivo. Bernart e colaboradores verificaram modesta atividade de
falcarinol 59 e desidrofalcarinol 61 i.p. em modelo de tumor
xenografico de melanoma em camundongos, sendo que
desidrofalcarinol 61 apresentou o melhor efeito terapéutico na dose de 2
mg/kg, levando ao aumento de 40% no tempo de vida dos animais.*
Falcarinol 59 apresentou efeitos inibitérios no desenvolvimento de
lesbes pré-neoplésicas em ratos quando administrados via oral
juntamente com a dieta do animal (35 pg/g de alimento).* Cabe
destacar o estudo realizado por Klein em colabora¢do com nosso grupo
de pesquisa, no qual vernoniina 31 e o seu analogo 34 (Figura 8),
isolados de Vernonia scorpiodes, apresentaram atividade antitumoral e
antimetastatica em camundongos® (dados apresentados no préximo
capitulo).
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Figura 8. Poliacetilenos antitumorais encontrados em V. scorpioides.
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A acdo antibacteriana, antifingica, antimicobacteriana e antiviral
observada para alguns poliacetilenos esta atribuida a funcédo de protecédo
gue esses metabdlitos desempenham no organismo vivo dos quais sao
provenientes.®**? Isolados de culturas de fungos basidiomicetos
Psathyrella subatrata (anteriormente nomeada Drosophia subatrata),
drosofilina D 67 e drosofilina C 68 demonstraram acdo antimicrobiana
frente a diferentes patdgenos, incluindo Mycobacterium penumoniae
(drosofilina A: CIM 13 mg/mL), Klebsiella penumoniae (drosofilina D:
CIM 26 mg/mL) e Staphylococcus aureus (drosofilina A: CIM 2
mg/mL) (Figura 9).%

Os tetra-acetilenos 69 e 70, isolados da cultura de fungos Mycena
viridimarginata, foram extremamente ativos contra bactérias Gram-
positvas e Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos. A
substancia 69 mostrou-se a mais ativa apresentando CIM de 10 pg/mL
em Pseudomonas fluorescens e 12,5 pg/mL em Candida albicans.”*
Petrosina la 71, isolada da esponja Petrosia sp, foi ativa na concentragéo
de 1 mg/mL em Trichophyton mentagrophytes e S. aureus (Figura 9).>
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Figura 9. Poliacetilenos com atividade antimicrobiana e fototoxicos.

Alguns poliacetilenos, especificamente com estruturas que
apresentam heterociclos contendo enxofre, sdo dotados de propriedades
farmacoldgicas dependentes da exposicdo a luz (UV-A 320-400 nm) ou
tornam-se mais bioativos quando fotoestimulados. Essa caracteristica
peculiar de acdo foi observada em tiarubrina A 72 que apresentou
atividade antibacteriana frente a diversos patdgenos humanos, no
entanto, torna-se mais potente na presenca de luz, como observado nos
micro-ogarnismos Escherichia coli (selvagem) e Mycobacterium phlei.
No entanto, frente a Staphylococcus albus e Streptococcus faecalis o
efeito antimicrobiano s6 foi efetivo sob a exposicéo a luz UV-A.*®

A fototoxicidade de tiarubrina A 72 também foi descrita para
particulas virais. Esse resultado corrobora com o possivel mecanismo de
acdo para a fototoxicidade de poliacetilenos que envolve a geracdo de
oxigénio singleto, espécie altamente reativa capaz de oxidar estruturas
bioldgicas como as proteinas de membrana. No caso de poliacetilenos
alifaticos sédo requeridos ao menos trés ligacOes triplas conjugadas para
exercer fototoxicidade, sendo nesse caso provocada por reacfes de
fotoadicdo, levando a geracdo de radicais livres (oxigénio
independente).>**

Algumas plantas que contém poliacetilenos alifaticos,
especialmente C;7 e Cyg, podem causar dermatites de contato e irritagdes
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na pele, como por exemplo, hera (Hedera Helix)®, aipo (Apium
graveolens) e cenoura (Daucus carota)®. Estudos destacam que
falcarinol 59 seja o responsavel pelas reacdes alérgicas em funcéo da
alta reatividade com 0s grupamentos mercapto e amino de proteinas
(complexo hapteno-proteina), em virtude da sua hidrofobicidade e
também a formacdo de um carbocation extremamente estavel com a
perda de dgua. Este mecanismo ganha respaldo uma vez que falcarinona
e falcarindiol 60 ndo demonstram atividade alergénica e,
adicionalmente, parece estar relacionado as outras atividades
farmacoldgicas de poliacetilenos Cy; como  anti-inflamatdria,
antiagregante plaquetaria, antibacteriana e citotéxica.®> No entanto,
especificamente para a atividade alergénica, Leonti e colaborares
identificaram a acdo antagonista de falcarinol 59 em receptores
canabindides CB1 que leva ao aumento de quimiocinas na pele que
induzem a alergia.®®

2.2.2. Poliacetileno (+)-vernoniina

O poliacetileno (+)-vernoniina 31 foi descrito pela primeira vez
em 2009, a partir do seu isolamento do extrato hidroalcodlico das folhas
e flores de Vernonia scorpioides.”” A substancia é quimicamente
caracterizada pela presenca na estrutura de uma cadeia lateral
poliacetilénica contendo trés ligagdes triplas conjugadas conectada a um
anel y-butenolideo por meio de um centro estereogénico de configuracéo
R (Figura 10).

ORM
oﬁ A
_— T

(2)
31 R

Figura 10. Poliacetileno (+)-vernoniina

Na ocasido de sua descoberta foram necessarios 3 kg de planta
para obter 6 mg do poliacetileno 31, os quais possibilitaram a avaliagdo
do potencial citotoxico in vitro em linhagens celulares de
adenocarcinoma cervical (HelLa), células de melanoma murino
(B16F10) e células ndo tumorais (L929). (+)-vernoniina 31 apresentou
citotoxicidade seletiva para células HeLa com ICsq de 158,1 uM,
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enquanto as células ndo tumorais foram resistentes a exposicdo ao
poliacetileno 31 apresentando 1Csy de 1330 puM. Ainda, foram obtidos
resultados preliminares sobre 0 mecanismo de morte celular sugerindo a
apoptose Vvia ativacdo das proteases caspases.

Em 2013, nosso grupo de pesquisa relatou o isolamento de sete
poliacetilenos inéditos em V. scorpioides com estruturas analogas a
(+)-vernoniina 32 - 38 (Figura 11). As diferencas estruturais incluem
posicBes hidroxiladas, auséncia da insaturacdo na lactona, assim como
também a presenca de unidade monossacaridica nos poliacetilenos 36 e
37. As substancias 32 a 38 foram avaliadas in vitro com relacdo a
atividade anti-herpética (HSV-1) e antiproliferativa em células de
adenocarcinoma humano de pulméo (A549), porém nao foi observada
atividade promissora em ambos os testes.**

OH  CHs3

H CH,OH
OH  CH,OH
H CH,OGli
OH  CH,OGlIi
OGli  CH,OH

Figura 11. Poliacetilenos inéditos isolados de V. scorpioides.

Em colaboragdo com nosso grupo de pesquisa, Klein e
colaboradores avangaram na investigacdo da citotoxicidade dos
poliacetilenos naturais, especificamente, (+)-vernoniina 31 e o analogo
34 em diferentes linhagens celulares tumorais (Tabela 1).
Estruturalmente, estes poliacetilenos diferenciam-se pela presenga do
alcool primério na porcéo final da cadeia poliacetilénica e a auséncia da
insaturacdo na lactona (34).
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Tabela 1. Citotoxicidade de (+)-vernoniina 31 e analogo natural 34 em
diferentes linhagens celulares tumorais.*

Linhagem celular* vernoniina31  poliacetileno 34  doxorrubicina

ICso (UM)**
PC3 17,2 136,04 4.2
LCCaP 20,2 21,30 3,1
H1299 17,2 18,5 8,9
OVCAR 415 120,7 2,2
NCI 17,9 161,8 12,8
MCF7 39,2 20,8 12,6
U138MG 26,2 18,5 1,8
VW473 21,5 134,2 4.6
HelLa 38,0 132,0 5,0
T84 19,3 120,5 18,5
HOS 20,5 18,0 1,8
MG63 18,0 20,4 0,8
B16F10 17,4 29,0 12,5

*PC3: cancer de prostata andrdgeno independente humano; LNCAP: cancer
de prostata andrégeno sensivel humano; H1299: céncer de pulmédo de
células ndo pequenas humano; OVCAR:cancer de ovario humano; NCI:
cancer de pulmdo humano; MCF7: cancer de mama humano; U138MG:
gliobastoma humano; VWA473: meduloblastoma humano; Hela:
adenocarcinoma cervical humano; T84: cancer de célon humano; HOS:
osteossarcoma humano; MG63: osteossarcoma humano; B16F10:
melanoma murinho.**QOs poliacetilenos foram incubados durante 24 h com
as células utilizando o ensaio colorimétrico do MTT.

Observa-se que (+)-vernoniina 31 mostrou-se mais citotoxico que
0 poliacetileno 34 nas linhagens celulares apresentadas na Tabela 1. A
toxicidade in vitro foi determinada em linhagem celular de linfécito
mononuclear humano (HMC), sendo que o poliacetileno 31 apresentou
Clsp > 100 uM e 34 ndo apresentou diferenca significativa com controle
negativo. Cabe destacar que na linhagem B16F10, (+)-vernoniina 31
teve valores comparaveis ao farmaco doxorrubicina, que juntamente
com baixa citotoxicidade em células saudaveis, motivou a continuidade
da pesquisa com ensaios em tumores sélidos in vivo (camundongos).

O poliacetileno 31 foi administrado i.p., uma vez ao dia, nas
doses de 5,43 uM/kg e 54,34 uM/kg em camundongos que foram
inoculados com células B16F10 (subcutanea). Ap6s 12 dias de
tratamento foi possivel observar a reducdo da massa tumoral em 65 e
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80%, respectivamente. As lesdes metastaticas no pulméo também foram
reduzidas em 62% quando comparadas com o grupo controle que apenas
recebeu a injecdo i.v. de células B16F10 para induzir o melanoma
metastatico no pulmio.”* Na avaliacdo da toxicidade aguda néo foram
observadas diferencas significativas na atividade locomotora dos
animais que receberam o tratamento com 31 em ambas as doses, assim
como mudancas morfoldgicas nos 6rgéos avaliados, corroborando com a
informacéo de baixa toxicidade do mesmo.

Outros fatores importantes avaliados neste estudo foram a
diminuigdo da mortalidade em 28% nos camundongos que receberam o
tratamento com (+)-vernoniina 31, enquanto o grupo nao tratado
apresentou 71% de mortalidade. Os animais ndo apresentaram ganho de
peso e ainda houve reducdo da sensibilidade a dor, indicando acédo
analgésica. A hipdtese inicial de morte celular por apoptose foi
confirmada por meio da microscopia de fluorescéncia, sendo possivel
observar em poucas horas de exposicdo ao poliacetileno 31 as
caracteristicas de condensacdo da cromatina, corpos apoptoticos e a
fragmentacdo do DNA nas células apoptdticas. A enzima caspase-3 foi
quantificada e apresentou-se ativada de maneira dose-dependente nas
células B16F10 incubadas in vitro com vernoniina 31.

Adicionalmente as linhagens apresentadas na Tabela 1, foram
avaliadas também 12 linhagens celulares leucémicas, nas quais 0s
poliacetilenos 31 e 34 apresentaram perfis similares de acdo com valores
de Clso na faixa de 3,15 uM a 25,1 pM. A linhagem leucémica mais
sensivel & agdo citotoxica dos poliacetilenos foi NALM6 (leucemia
linfoblastica aguda), na qual o poliacetileno 34 apresentou a maior
citotoxicidade do ensaio com Cls de 3,15 pM, enquanto (+)-vernoniina
31 demonstrou Cls, de 4,40 pM. O farmaco daunorrubicina foi
empregado como controle positivo neste ensaio com linhagens
leucémicas e, no caso citado de NALMG6, apresentou Cls de 0,03 uM.

Devido ao baixo rendimento de (+)-vernoniina 31 em V.
scorpioides, somado ao seu dispendioso processo de isolamento, tornou-
se inviavel o progresso na investigacdo farmacolégica desta substancia.
Nesse sentido, a obtencéo do poliacetileno 31 por meio da sintese total
apresenta-se como uma estratégia interessante para dar continuidade aos
estudos farmacologicos, especialmente relacionados a atividade
antitumoral promissora, assim como expandir para a sintese de novos
analogos.
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2.2.3. Abordagens sintéticas para sintese de poliacetilenos (1,3-
diinos conjugados)

A ligacdo tripla € constituida pela formagdo de uma ligac¢do ¢ e
duas ligagdes 7 entre carbonos com orbitais sp hibridizados formando o
angulo de 180 °C entre os atomos envolvidos na ligagdo. A ligacdo Csp-
Csp pode ser definida, baseada nas caracteristicas geométricas e
eletronicas, como curta distancia de ligacdo, lineares e rigidas, simetria
cilindrica, alta densidade eletronica distribuida perpendicularmente ao
eixo da ligagdo C-C, grande polarizabilidade paralela ao eixo da ligacéo
C-C, além da alta energia de ligagdo.®®’

A sintese de 1,3-diinos conjugados envolve o acoplamento de
carbonos (a formacdo de ligacdo) Csp-Csp e pode ser alcancada
sinteticamente por diferentes estratégias, sendo que a escolha da
metodologia é direcionada pelo produto desejado: 1,3-diinos simétricos
(homoacoplamento) ou assimétricos (heteroacoplamento). No Esquema
3 estdo representadas as principais abordagens sintéticas utilizadas na
sintese de poliacetilenos:

Homoacoplamento

R-—=-M R'-=-COOH
B Glaser Cc

N

Heteroacoplamento Br
R'——=-M + X——R? [ Rl= R2 | Br
B D N_R2

Reagao Organometalica //
/ \ R' Rearranjo FBW

R'-—=——H + X—R?

A D R'-=-H + H=-R?
Cadiot-Chodkiewicz Heteroacoplamento
entre alcinos terminais

o

R2—=—=R?
metatese

Z N
/ \ PR = .
R! R2  Eliminagédo de haloeniinos

descarbonilagdo

Esquema 3. Estratégias para a sintese 1,3-diinos simétricos e
assimétricos (X: halogénio e M: metal) (adaptado®).

De acordo com o esquema 3, é possivel encontrar na literatura
metodologias para a obtencdo de poliacetilenos  simétricos
(homoacoplamento) através de reacdes oxidativas entre acetilenos (A),
alcinos organometalicos (B) ou ainda de 4cidos propidlicos (C).%” Ja a
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sintese de poliacetilenos assimétricos (heteroacoplamento) pode
envolver a reacdo entre alcinos organometélicos (B) e 1-haloalcinos (D),
reacdo de descarbonilacdo de derivados do &cido propidlico (C) com
alcinos terminais e o acoplamento de dois alcinos terminais na presenca
de alta concentracdo de um dos alcinos. Outras metodologias
alternativas para o acoplamento de Csp-Csp sdo reacGes de eliminacédo
de haloeniinos, metatese e o rearranjo Fritsch-Buttenberg—Wiechell
(FBW).*"® No que concerne a sintese de produtos naturais
poliacetilenos, destacam-se as reacdes de Glaser e Cadiot-Chodkiewicz,
incluindo as modificagcfes nestas metodologias.

Em 1869, Carl Glaser descreveu pela primeira vez a sintese de
diinos simétricos por meio da dimerizagdo oxidativa de alcinos
terminais. A publicacédo original envolve a formacédo do 1,4-difenilbuta-
1,3-diino 75 a partir da exposicdo do intermediério cuprato 74 ao ar (O,)
em uma solucdo etandlica na presenca de aménia (Esquema 4).%°

( > — 4 CuCl (2 equiv.) /< : . 0, Q . O
— —Cu —_— —
NH,OH, EtOH = NH,OH, EtOH

73 74 75

Esquema 4. Metodologia de Glaser para a sintese de 1,3-diinos
simétricos

Os baixos rendimentos devido & instabilidade e a baixa
solubilidade de intermediarios cupratos impulsionaram as buscas por
melhorias na reacdo. Em 1975, Egliton e Galbraith obtiveram excelentes
resultados utilizando quantidades estequiométricas ou excesso de
Cu(OAc), na presenca de piridina em metanol como solvente (Esquema
5). Estudos adicionais desenvolvidos por Hay™ demonstraram que a
natureza da amina influencia no rendimento e velocidade da reacdo. Os
melhores resultados foram obtidos com N,N,N",N"-
tetrametiletilenodiamina (TMEDA), uma vez que o mesmo forma
complexo com CuCl quando utilizado em quantidade catalitica [Cu(l)-
TMEDA], tornando o catalisador mais eficiente na maioria dos
solventes organicos.?® "
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Acoplamento de Glaser
R———=—R

H—=-R
CuCl, NH,OH, O,, EtOH

Acoplamento de Glaser-Eglinton

R—=-H H—R R-——=—=-R
A Cu(OAC),, piridina
H—R Acoplamento de Glaser-Hay
R———=—R

CuCl, TMEDA, O,, solvente

Esquema 5. Reacdes de homoacoplamento e modificaces do protocolo
de Glaser

O acoplamento de Glaser-Egliton-Hay é extensivamente utilizado
para a sintese de 1,3-diinos simétricos e importantes substancias sdo
sintetizadas por meio desta metodologia, como por exemplo, o indigo
79, substancia isolada de Indigofera tinctoria e utilizada como pigmento
na industria téxtil foi sintetizada em 1880 por Baeyer (Esquema 6)."

(0]
Cu
Z OH =
O e o e, o g
NO, 2)EtOH, CuCl, NO, H.0
76 NH,OH 2 NO, O,N

77 78

H;S04 (NH4),S

o}

H
L~
N
O H

79

Esquema 6. Sintese de indigo por Baeyer em 1880 via acoplamento de
Glaser.

As modificacdes neste método continuam sendo exploradas,
tendo o foco na utilizacdo de outros metais de transicdo como paladio,
ouro e niquel na forma de co-catalizadores, além de outros agentes
oxidantes diferentes do oxigénio molecular proveniente do ar.”* No
entanto, as condi¢fes empregadas no acoplamento de Glaser-Egliton-
Hay demonstram baixa seletividade quando sdo utilizados diferentes
alcinos para o acoplamento na sintese de diinos assimétricos, justamente
pelo fato do homoacoplamento ser a reacdo favorecida. Para contornar
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este obstaculo e viabilizar o heteroacoplamento de alcinos, Cadiot e
Chodkiewicz, em 1955, propuseram a rea¢do catalisada por CuCl entre
1-bromoalcinos e alcinos terminais na presenca de uma amina como
base (Esquema 7).”

» __ CuCl, EtNH,

MeOH, H,0
NH,OH.HCI, 30-40 °C

R'——H + Br—= Rl——=— R2

Py

Esquema 7. Reacdo de heteroacoplamento de Cadiot-Chodkiewicz.

Desde sua descoberta, o acoplamento de Cadiot-Chodkiewicz é a
abordagem sintética mais utilizada para a sintese de poliacetilenos, visto
gue apresenta como vantagens altos rendimentos, catalisador de baixo
custo, condicBes reacionais moderadas, aplicabilidade em varios
substratos e tolerancia a diversos grupos funcionais como alcoois e
polialcoois, aminas, epoxidos, acetais, carboxilatos, éster carboxilicos,
amidas, dissulfetos, acetilenos com grupos protetores sililados e radicais
nitroxilas.

Existem poucos estudos mecanisticos sobre o processo de
formagdo da ligagdo Csp-Csp na reacdo de Cadiot-Chodkiewicz em
virtude da alta reatividade dos haloalcinos, 0 que dificulta os estudos
cinéticos. O mecanismo postulado envolve a desprotonacdo do alcino
terminal (A) pela base amina, seguindo da formagdo do acetilideo de
cobre(l) (B). Uma reacdo de adicdo oxidativa ocorre entre o 1-halo-1-
alcino e o acetilideo de cobre(l) formado in situ levando a formagéo de
espécies de Cu(lll) (C), os quais na sequéncia participam de uma reacéo
de eliminacdo redutiva proporcionando a formacdo de 1,3-diinos
assimétricos (D) e a regeneracdo do Cu(l) (Esquema 8)

A participacdo da base € essencial, pois além de promover a
desprotonacdo (etapa inicial), a base possibilita a neutralizacdo do acido
hidrohalogénico resultante da reacdo, facilita a formacdo do acetilideo
de cobre(l) e influencia consideravelmente da oxidabilidade de Cu(l)."
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- — 2
R=,—.R cux(l)
R'———H + EtNH,
A
X
S
c \ R-=—Cu(l) + EtNHz X

R2 B
3Cu*
X—=-R?————Cu—R'
-X-2 Ccu?*

R1 = — RZ
+ CuX

Esquema 8. Mecanismo da reacéo de Cadiot-Chodkiewicz.”

Além de 1-bromo-l-alcinos, outros haloalcinos podem ser
utilizados na reagdo de heteroacoplamento, como 1-iodo-1-alcino e 1-
cloro-1-alcino, porém 1-bromo-1-alcinos sdo mais reativos que 1-cloro-
1-alcinos, enquanto que 1-iodo-alcinos sdo evitados devido a facilidade
de homoacoplamento.”* No entanto, em 1996, Alami e colaboradores
avaliaram a influéncia da natureza da base na reatividade de 1-iodo-1-
alcinos, bem como no tempo e rendimento das reagdes de acoplamento
com alcinos terminais utilizando Cul (10 mol%) como catalisador. Os
autores obtiveram os melhores resultados na presenca da base
pirrolidina, contribuindo, desta forma, com uma simples metodologia
para a sintese de 1,3-diinos simétricos.”

Cerca de trés anos depois, a modificacdo proposta por Alami e
colaboradores na reacdo de Cadiot-Chodkiewicz foi a abordagem
escolhida para a sintese de virol A 62 e seus analogos (virol B 63 e virol
C 64), os quais sdo PNs encontrados em rizomas de Cicuta virosa. Tais
poliacetilenos afetam o sistema nervoso central causando paralisia e
parada respiratoria. Para aprofundar os estudos sobre o mecanismo de
acdo farmacoldgica destas substancias, Uwai e colaboradores,’”
propuseram a sintese total dos poliacetilenos utilizando Cul em
pirrolidina na etapa chave para a obtengdo dos 1,3-diinos assimétricos
62, 63, 64 (Esquema 9).
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R
Cul (10 mol%), pirrolidina A

|
S ) !
o \/\/\ (91-176 equiv.) R
R="H =+ OH ta,2h OH
80
R= \/\/\‘/\/\/ﬁh R= \/\/\/H\O/)/E R= V\/\/\‘/\/E
>
OH OH
62 (91%) 63 (91%) 64 (65%)

Esquema 9. Sintese dos PNs poliacetilenos virol A 62, virol B 63 e
virol C 64 por meio da reacdo de Cadiot-Chodkiewicz.

Outra importante contribuicdo para a metodologia de Cadiot-
Chodkiewicz foi a utilizacdo de co-catalisadores, especialmente os
derivados de paladio, divulgada pela primeira vez na literatura em 1988
por Nye e Potts.”® Os co-catalisadores mais comumente empregados s&o
Pd(OAC),, PdCl,, [PdCI,(PPh3),] e [Pd(PPhs),] e demonstram eficiéncia,
em termos de rendimento, em reacdes de heteroacoplamento com 1-
iodo-1-alcinos e 1-cloro-1-alcinos.”

Como mencionado anteriormente, as outras abordagens sintéticas
para a sintese de poliacetilenos representadas no Esquema 3 sdo pouco
utilizadas na sintese de produtos naturais, tendo maior aplicabilidade na
area de sintese de materiais condutores e no desenvolvimento de
metodologias sintéticas. No entanto, cabe destacar o trabalho de Luu e
Tykwinski (2006), no qual apresentou a sintese do produto natural deca-
4,6,8-triin-1-0l 87 e analogos utilizando o rearranjo de Fritsch—
Buttenberg—Wiechell (FBW) como etapa chave (Esquema 10).%
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OTBDPS
TBDPSCI a) n-BuLi, THF, -78 °C, 2 h;
HWOH imidazol H/\/\OTBDPS )
81 CH,Cly:DMF 82 b) DMF,~16 h 83 X _0
ta,2h 96% 43% |
OH a) BaMnO,, CH,Cl,, Br ‘ Br
=——Na ta.,~16h
83 ——— = [ ! pZ X
THF, ta,~16h 2 OTBDPS Z OTBDPS
84 b) CBr,, PPhy, GH,Cly, 85
95% 0°C, 30 min 37%

TBAF

g5 — nmBuli = oTBDPS o = OH
hexano, -78 °C, 30 min > —
Z 36 THF, ta. z 87
= =
83% 100%

Esquema 10. Rearranjo FBW na etapa chave da sintese do produto
natural deca-4,6,8-triin-1-ol 87.

O rearranjo FBW baseia-se na formagéo da ligacdo Csp-Csp a
partir de 1,1-dihalo-olefinas (ex. 85) na presenca de bases fortes como
n-butil-litio. Tal abordagem torna-se interessante quando estdo presentes
na estrutura grupos volumosos, uma vez que a reagdo é conduzida em
baixas temperaturas e 0os mesmos tendem a ser instaveis em altas
temperaturas. No entanto, as desvantagens sdo a baixa tolerancia a
grupos funcionais devido a presenca de bases fortes e 0 maior nimero
de etapas sintéticas envolvidas.®®
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2.3. Objetivos

O obijetivo principal deste capitulo Il consiste no planejamento e
desenvolvimento da sintese total enantiosseletiva de poliacetilenos para
a avaliacdo da atividade antitumoral.

2.3.1. Objetivos especificos

e Sintetizar de maneira enantiosseletiva o produto natural
poliacetileno R-(+)-5-octa-2,4,6-triinil-furan-2(5H)-ona, nomeado (+)-
vernoniina 31, com rendimentos consideraveis para dar continuidade nas
pesquisas em virtude da atividade antitumoral promissora ja descrita;

e Sintetizar uma série de analogos poliacetilenos com variagdes
no ndmero de insaturacfes, padrfes de oxigenacdo, estereoquimica e
diferentes heterociclos, para realizar a determinacdo da relacdo
estrutura-atividade (REA).

e Avaliar a atividade citotdxica dos poliacetilenos sintéticos
em diferentes linhagens celulares e dar continuidade aos estudos in vivo
sobre 0 mecanismo de acao antitumoral (melanoma).
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2.4. Resultados e Discussao
2.4.1. Planejamento sintético

A abordagem sintética idealizada para a sintese total de (+)-
vernoniina 31 baseou-se em uma estratégia de sintese linear, iniciando-
se pela formagédo da cadeia poliacetilénica com a subsequente formagédo
do centro estereogénico e lactona (Esquema 11).

DA de Sharpless ou
a-oxiaminacao assimétrica

o.: Acoplamento Cadiot-Chodkiewicz

o IJ \\\/ Acoplamento Cadiot-Chodkiewicz
Desidratag&o ou \= . x v

Olefinagdo HWE \

Esquema 11. Retrossintese de (+)-vernoniina 31

A formacgdo das ligacGes Csp-Csp foi planejada por meio de
reacOes de acoplamento Cadiot-Chodkiewicz, levando a formagdo da
cadeia poliacetilénica funcionalizada com um alcool primério. A sintese
enantiosseletiva do anel y-butenolideo foi proposta por duas estratégias
diferentes: reacdes de di-hidroxilagdo assimétrica (DA) de Sharpless e
a-oxiaminagdo assimétrica. Ambas as abordagens iniciam-se com o
derivado aldeido (fragmento B). A reacdo DA de Sharpless pode ser
desenvolvida com n = 1 ou n = 2 carbonos saturados na cadeia
poliacetilénica (fragmento A). J4 a reagéo de a-0xiaminagao assimétrica,
somente quando n = 2. O planejamento conforme o nimero de carbonos
saturados foi previsto em virtude da possivel instabilidade do aldeido
(B) quando n = 1 (Esquema 12).
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Desidratagdo e

o
O O
Oi 7 X lactonizagéo espontanea Oﬁ X DA de Sharpless _ ?//\)J\OR
N > ST N — ~
31 N X Z 89
90 =

olefinagao . <
seguida de lactonizagao / deconjugagéo

o
_ . - 0

= H a-oxiaminag&o assimétrica = -0 ”:1 Reagao de Wittig \/ﬂ;

Z Z n n=2 Horner- Wadsworth-Emmons = OR

Z OH — #Z =

P 91 P B {————— = 88

Z = F

Oxidagao

Acoplamento Cadiot-Chodkiewicz

Acoplamento Cadiot-Chodkiewicz

Fragmento A

Esquema 12. ReacGes envolvidas no planejamento sintético de (+)-
vernoniina 31.

De acordo com Esquema 12, a dupla ligacdo (trans) em 89,
necesséria para realizar a DA de Sharpless pode ser alcangada por
reacbes de Wittig ou Horner-Wadsworth-Emmons (HWE), a partir do
intermediario aldeido (fragmento B). Quando n = 2 foi previsto uma
etapa adicional de deconjugagdo com 88, a fim de obter a cetona B,y-
insaturada 89. A formacgdo enantiosseletiva do centro estereogénico
pode ser obtida pela reacdo de DA de Sharpless, a qual esta bem
documentada na literatura, especificamente para a sintese de v-
butenolideos,’*®° e apresenta alto valor de excesso enantiomérico (ee)
baseado na escolha da formula¢do AD mix apropriada.

Seguindo a outra estratégia para a sintese do anel y-butenolideo,
foi almejada uma reacdo em etapa Unica, a qual inclui a reacdo de a-
oxiaminacdo assimétrica utilizando o aminoéacido prolina na forma
enantiomérica pura como catalisador e nitrosobenzeno como fonte de
oxigénio. Na sequéncia, esta prevista a olefinagdo HWE para formagédo
da dupla ligacdo (cis) do anel e eliminagdo do grupamento
nitrosobenzeno para proporcionar a lactonizacgéo.

Inicialmente, foram previstos dois grandes desafios na sintese
total de (+)-vernoniina 31, os quais seriam a insercdo do metilacetileno
na porcdo terminal da cadeia poliacetilénica e a sintese enantiosseletiva
do anel y-butenolideo. Nesse sentido, optou-se por investigar
preliminarmente os desafios citados de forma independente, uma vez
gue de acordo com a estratégia linear seriam necessarias 4 etapas para a
sintese de A para entdo dar inicio aos estudos visando a sintese do
centro estereogénico. A fim de reduzir perdas e racionalizar o tempo,



60

utilizou-se um composto modelo para mimetizar o fragmento A e dar
inicio aos estudos da sintese do centro estereogénico a partir da
preparacgdo do intermediario chave aldeido fragmento B (Esquema 12).

2.4.2. Preparacéo do intermediério chave aldeido

A utilizac8o de compostos modelos é comum em sintese organica
desde que a estrutura escolhida apresente caracteristicas eletrénicas e/ou
espaciais similares a estrutura alvo, facil obtencdo, reagentes acessiveis
e dados de identificacdo documentados na literatura. Neste contexto, o
composto 4-fenilbut-3-in-1-ol 94 foi escolhido como composto modelo
para dar inicio aos estudos de sintese do anel y-butenolideo, nesse caso
considerando a rota sintética quando n=1 (Esquema 12).

Para essa abordagem, o composto 94 foi sintetizado em uma
Unica etapa a partir da reacdo de Sonogashira entre 0s reagente
comerciais iodobenzeno 92 e 3-butin-1-ol 93 (Esquema 13). Seguindo a
metodologia de Alami e colaboradores,®* Pd(Phs), (5 mol%) e Cul (10
mol%) foram empregados como catalizadores em piperidina a
temperatura ambiente. O composto modelo 94 foi obtido com 62% de
rendimento e teve a estrutura confirmada com base nos espectros de
RMN de 'H e *3C em comparacéo com os dados da literatura.

OH
I Reacgao de =
©/ + =/ OH Sonogashira
94

92 93
62%

Esquema 13. Sintese do composto modelo 3-fenil-2-propin-1-ol 94

A préxima etapa consiste na obtengdo do intermediario aldeido.
A reacdo de Dess Martin foi escolhida por apresentar condi¢bes suaves
de oxidacdo, comparativamente com 0s outros agentes oxidantes, sendo
a metodologia indicada para substdncias sensiveis e instaveis como
alcoois B,y-insaturados.®* O composto modelo 94 foi submetido  reacéo
de oxidagdo utilizando o reagente periodinana de Dess Martin (DMP)
em diclorometano a temperatura ambiente . De acordo com a anélise do
produto bruto reacional por RMN de 'H foi possivel constatar a
presenca do sinal em 9,61 ppm, caracteristico de hidrogénio aldeidico,
indicando a efetividade da reacdo (Esquema 14).
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OAc
ACO‘|'\/OAc Oy H
o (T
Q/V Z
(0]
CH,Cl,, t.a., Ar
94 95

Esquema 14. Reagéo de oxidacdo do composto modelo 94 com DMP.

Uma investigacdo mais aprofundada no espectro demonstrou a
presenca de um dupleto em 6,78 ppm (J = 6,07 Hz; 1H) e um duplo
dupleto em 6,25 ppm (J = 6,07; 7,08 Hz; 1H), além da multiplicidade do
sinal em 9,61 ppm (d, J = 7,08 Hz; 1H), indicando ndo ser a estrutura do
produto desejado 95. Apés a analise do espectro de RMN de *C, além
do sinal da carbonila do grupamento aldeido em 191,5 ppm, foi possivel
observar a presenca do sinal na regido desblindada do espectro em 236,4
ppm, o qual é caracteristico de alenos.” Estes sinais juntamente com a
auséncia do sinal referente ao carbono com hibridizaco sp®, possibilitou
a confirmaco da estrutura do produto aleno 96 (Figura 12)

(0]

P

96

T

128.46
127.66
—77.16 Chloroform-d

—236.42
—191.16
129.20
128.74

(3

~101.90
N99.77

Figura 12. Espectro RMN de *3C do produto aleno 96 (75 MHz, CDCls)

A formacdo de compostos alénicos (1,2-dienos) a partir de
estruturas acetilénicas é descrita na literatura por meio de reacGes de
isomerizagdo pela migracdo da ligagdo © ndo acumulada (acetileno) para
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a acumulagdo com uma segunda ligagdo m (aleno) (rearranjo
prototrépico).2* Normalmente este rearranjo é favorecido em condicées
basicas com a desprotonacdo estequiométrica, usualmente com reagente
organolitio, seguido de protonacdo em meio &cido. Hashmi e
colaboradores observaram a formacdo de derivados alenos, em bons
rendimentos, durante a purificagdo cromatografica em silica gel apés
reacbes de oxidacdo de alcoois progargilicos terminais utilizando o
reagente periodinana de Dess Martin.?

Dessa forma, algumas condicdes especiais foram utilizadas
durante o processo de tratamento da reacdo de oxidacdo de 94 com
DMP, como o isolamento cromatografico em temperaturas baixas (-78
°C) e atmosfera inerte (argonio).* Outros agentes oxidantes também
foram avaliados como clorocromato de piridinio (PCC) e é&cido 2-
iodoxibenzoico (IBX), porém em todas as tentativas foram observados
os sinais de formacao do aleno 96, baseados nos espectros de RMN.

No intuito de avaliar a eficiéncia da metodologia de oxidagéo
utilizada, assim como a qualidade do reagente DMP, outro reagente
comercial alcool homopropargilico 97 (3-octin-1-ol) foi submetido as
mesmas condi¢bes de oxidacdo daquelas empregadas no composto
modelo 94 (Esquema 15). Desta vez, foi possivel obter o derivado
aldeido desejado 98 foi obtido com 51% de rendimento.

/\/\A DMP (1,3 equiv.) /\/\/?J\
OH H

97 CHyCly, 1h, ta., Ar 98

Esquema 15. Oxidacéo de 3-octin-1-o0l 97 com reagente periodinana de
Dess Martin.

O mecanismo proposto para a oxidacéo utilizando DMP envolve,
primeiramente, o ataque do par de elétrons do oxigénio da hidroxila
primaria ao atomo de iodo hipervalente de DMP, ocorrendo a liberagéo
de um ion acetato. Na sequéncia, ocorre a abstracdo de um préton em
97, levando a formacdo da carbonila aldeidica (Esquema 16).
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Esquema 16. Mecanismo proposto para oxidacdo de 97 com DMP.

Baseado nos resultados obtidos na tentativa de obter o
intermediario chave aldeido para a sintese do anel y-butenolideo,
constatamos que o composto modelo escolhido 94 poderia ndo estar
reproduzindo as carateristicas reais do fragmento A (Esquema 12). Uma
possivel justificativa seria o forte efeito indutivo de elétrons do anel
aromatico que em conjugacao com a tripla ligaco estaria contribuindo
para a formacdo do produto aleno 96. Nesse sentido, optou-se por dar
continuidade aos estudos com o intermediario da sintese da cadeia
poliacetilénica 102, o qual é preparado em duas etapas sintéticas a partir
do reagente comercial 3-butin-1-ol 99 (Esquema 17).
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NBS (1,1 equiv.)

OH AgNO; (5 mol%) OH . L
Pz pZ + (i-Pr)3Si——H
H/V acetona, t.a., 1,5 h Br/V :
99 100 101
51- 54%

(Ph3),Cl,Pd (2 mol%)
Cul (2 mol%)
DIPA (2,1 equiv.)

THF, ta.,6h

OH
Z
I
(i-Pr)3Si 102

61%

Esquema 17. Sintese do intermediario da cadeia poliacetilénica diino
102.

3-Bromobutin-1-ol 100, previamente preparado via reacdo de
bromacdo do reagente comercial 3-butin-1-ol 99 com N-
bromosuccinimida (NBS),®” foi submetido & reacéo de acoplamento de
Cadiot-Chodkiewicz com o reagente comercial triisopropilsililacetileno
(TIPS) 101. A metodologia empregada baseou-se em Hwang e
colaboradores,®® a qual utiliza (Phs),PdCl, como co-catalizador e Cul na
presenca de base estéricamente impedida diisopropilamina (DIPA)
(Esquema 17). O intermediério diino 102 foi obtido com rendimento
moderado (61%), e na sequéncia foi utilizado como material de partida
na reacao de oxidacdo.

Tendo em vista a efetividade da reacdo de oxidacdo de Dess
Martin com o &lcool homopropargilico 97, as mesmas condigdes
reacionais foram reproduzidas para a oxidacdo do intermediario diino
102 com o objetivo de obter o aldeido desejado 103 (Esquema 18). No
entanto, similar ao ocorrido com o composto modelo 94, foram
observados no espectro de RMN de 'H os sinais de formacéo do produto
aleno.

P OH _ _0
Z4 i Z
P DMP (1,3 equw.)= P

. A Z
(i-Pr)3Si 102 CH,Cly, 1 h, ta., Ar  (i-Pr);Si 103

Esquema 18. Reacéo de oxidacdo do intermediario diino 102.
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Diante da impossibilidade de sintese do intermediario chave
aldeido com as tentativas apresentadas, a rota sintética com 1 carbono
saturado no fragmento B foi considerada invidvel, sendo o trabalho
direcionado para o material de partida 4-pentin-1-ol (n=2) (Esquema
12). O derivado bromoalcino 104 foi preparado a partir da reacdo de
bromagdo do reagente comercial 4-pentin-1-ol 81 com NBS em
presenca de AgNOs, conforme descrito anteriormente para a sintese de
100 (Esquema 17). No entanto, para nossa surpresa o rendimento da
reacdo foi abaixo do esperado (11 - 33%). A possivel explicacdo para o
baixo rendimento pode estar relacionada com produtos secundarios
oriundos de uma ligagdo intramolecular em 104, a qual levaria a
formagdo de intermedidrios estaveis ciclicos com 5 membros (105-106),
fato esse que ndo seria favoravel com o 3-butin-1-ol (anel de 4
membros) (Esquema 19). A reacdo intramolecular de 4-Eentin-1-ol 81
durante reaco de halogenacéo ja foi descrita na literatura.®

Br Br
o~ O~
/ OH NBS, AgNO; P OH Q/QBF + <j/
/\/\ Br/\/\
104

H acetona, t.a, 1 h.
81 105 106

Esquema 19. Possiveis subprodutos da reacdo de bromacéo de 4-pentin-
1-ol 81.

Alternativamente foi avaliada a metodologia de halogenacao
proposta por Brandsma,’* na qual utiliza soluc&o aquosa concentrada de
KOBr com excesso de KOH, que permitiu obter o bromoalcino 104 com
50% de rendimento. Para contornar os baixos rendimentos obtidos na
primeira etapa sintética com a bromacdo do reagente comercial 4-
pentin-1-ol 81, optou-se em alterar o padrdo de haloalcino na reacéo de
acoplamento de Cadiot-Chodkiewicz, etapa seguinte da rota.

Nesse sentido, a reacdo de bromagdo com NBS foi conduzida
com o reagente comercial (triisopropilsilil)acetileno 101 e apresentou
excelentes rendimentos. O derivado (bromoetinil)triisopropilsilano 107
foi entdo acoplado com o reagente comercial 4-pentin-1-ol 81, levando a
obtencéo do intermediario diino 108 com 6timos rendimentos (Esquema
20). As condicOes reacionais do acoplamento também foram alteradas
para a metodologia classica de Cadiot-Chodkiewicz, com a utilizacdo de
do catalisado CuCl 5 mol% e sem a presenca de co-catalisadores de Pd,
além do meio basico aquoso com uma base alifatica. Tais alteracfes
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apresentaram melhor eficiéncia em termos de rendimento e tempo de
reacao, além de utilizar reagentes mais acessiveis.

NBS (1,2 equiv.)
AgNO3 (5 mol%) . .
(i-Pr)sSi—=H 2 (-Pr)ySi—=—Br + _ OH

acetona, t.a., 2 h H
101 107 81

89 -91%

CuCl (5 mol%),
NH,OH.HCI (2 equiv.)
30% aqg. n-BuNH,
CH,Cl,: MeOH
0°C-ta.,1,5h

FZ OH
. F
(i-Pr)3Si 108

79 - 96%

Esquema 20. Sintese do intermediario diino 108 a partir de
(triisopropilsilil)acetileno.

O produto do acoplamento 108 foi caracterizado pela analise do
espectro de RMN de **C, no qual apresentou 9 sinais, dentre os quais 4
estdo na regido entre 66,6 e 89,9 ppm, atribuidos aos carbonos
acetilénicos (Figura 13). J& no espectro de RMN de 'H, a presenca do
simpleto em 1,08 ppm com integral de 21 hidrogénios confirmou a
presenca do grupamento triisopropilsililano na estrutura.
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Figura 13. Espectro de RMN de **C do intermediario diino 108 (125
MHz, CDCl,)

Visando & obtencdo do intermediario chave aldeido, neste caso
com 2 carbonos saturados entre a carbonila e a tripla ligacdo, o diino
108 foi submetido a reacdo de oxidacdo com periodinana de Dess
Martin (Esquema 21). Dessa vez foi possivel sintetizar o aldeido
desejado 109 com 6&timos rendimentos (78 — 90 %), ndo sendo
observada a formacdo de sub-produtos ou sinais de formacdo do
derivado aleno. Além disso, o intermediario aldeido derivado
apresentou-se estavel, ndo havendo a necessidade de condi¢Ges especiais
de tratamento ou durante a purificacdo cromatografica.

OAc
ACO‘|’/OAc
CLp 0
1,3 equiv.
= OH g (13 equiv) = H
oy @ P -z
(i-Pr)sSi 108 CH,Cl, t.a, 2 h, Ar (i-Pr),Si 109

Esquema 21. Sintese do intermediério chave aldeido 109 (n = 2).
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A formacdo do derivado aldeido foi confirmada no espectro de
RMN de 'H pela presenca de um tripleto em 9,80 ppm (J = 0,84 Hz; 1H)
referente ao hidrogénio localizado no grupamento carbonila, enquanto
no espectro de RMN de *3C a carbonila aldeidica foi confirmada pela
presenca do sinal caracteristico em 199,4 ppm (Figura 14).
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H (superior) e *C (inferior) do
intermediario aldeido 109 (500 MHz e 125 MHz, CDCl,)
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Uma vez alcangado o sucesso na obtencgéo do intermediario chave
aldeido 109, essencial para dar continuidade ao planejamento sintético,
0s estudos visando a sintese de (+)-vernoniina 31 foram direcionados
para a finalizacdo da cadeia poliacetilénica e estudos visando a sintese
anel y-butenolideo de maneira concomitante. Para fins didaticos, neste
capitulo serdo apresentados separadamente.

2.4.3. Finalizacao da sintese da cadeia poliacetilénica

A insercdo da ultima unidade acetilénica na cadeia poliacetilénica
presente na estutura de (+)-vernoniina 31 foi realizada por duas
abordagens sintéticas diferentes (rota | e rota Il), no entanto ambas
baseiam-se no acoplamento de Cadiot-Chodkiewicz como etapa
principal (Esquema 22):

e Rota I: geracdo do alcino terminal propino in situ para a
reacdo de acoplamento em etapa Unica com o derivado haloalcino;

e Rota Il: sintese prévia do reagente iodopropino e 0
acoplamento com o derivado alcino terminal.

Br
Rota | a) ’:rxz (1,55 equiv.)
NBS (1,2 equiv.)

X n-Buli (1,42 equiv.)
/ OH _AgF(12equiv) _ /\/\OH )
” 108 B> CuCl (10 mol%)

CHyCN, ta., 19 h
s ta ;;,,o/n NH,OH.HCI (1 equiv.)
30% aq. n-BuNH,

(i-Pr);Si

CH,Cl,;MeOH
0°C-ta,15h
p OH

P
7 87 Rotal:10%
Z Rota Il: 82%

Rotalll — | 2equiv)

CuCl (10 mol %)
_ on _ TBAF (12 equiv) ~ on  NHOHHCI (1 equiv.)
=Z THF, ta.,2h FZ 30% ag. n-BuNH,
(i-Pr)sSi 108 H 111 CH,Cl,:MeOH
80-88% 0°C-ta., 1,5h

Esquema 22. Sintese da cadeia poliacetilénica de (+)-vernoniina 31.

A rota I, inicialmente avaliada, apresentava-se vantajosa devido a
proposta da reacdo em etapa Unica a partir do haloalcino. O derivado
110 foi obtido a partir da reacdo de bromacdo desililativa in situ
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proposta por Hwang e colaboradores,®® porém com rendimento bem
abaixo daqueles reportado pelos autores (91%). O bromoalcino 110 foi
submetido a reacdo de acoplamento com propino, o qual foi
primeiramente gerado em in situ por meio do rearranjo FBW do
reagente 1-bromo-1-propeno (mistura de isdmeros).*® O produto
desejado, deca-4,6,8-triin-1-ol 87, foi obtido com 10 % rendimento.

A outra estratégia proposta para a finalizacdo da cadeia
poliacetilénica (rota Il) envolve a sintese prévia do reagente 1-
iodopropino 113, o qual foi preparado em uma Unica etapa a partir do
reagente comercial 1-bromo-1-propeno (mistura de isdmeros) 112. A
reacdo em etapa Unica consiste na formacdo de 1-propino através do
rearranjo de FBW, seguido da halogenagdo com I, (Esquema 23).

CH .
HBCIH n-BuLi (2,2 equiv.) (H;,C | H QT |‘| 3 1,(1 equiv.) HeC |
—_— 3C—=
_7E 0,
y-~pg, THF/hexano, -75 °C, 2h LUE?, ) THE, -78 2 0°C "3

112 73%

Esquema 23. Preparagdo do reagente 1-iodopropino 113 via rearranjo
FBW.

O desenvolvimento da metodologia descrita acima para a
sintese do reagente l-iodopropino 113 foi motivada pela sintese da
cadeia poliacetilénica de (+)-vernoniina 31 durante o periodo sanduiche
de doutoramento no Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT-
EUA). Bartko e colaboradores™ publicaram uma sintese com o
diferencial de utilizar reagentes acessiveis, bom rendimento e
reprodutibilidade comprovada. As metodologias ja descritas para a
sintese de 1-iodopropino utilizam gas propino como material de partida
(alto custo e dificil manuseio) ou reagentes explosivos, como aménia
liquida com amida de litio usando 1,2-dibromopropano como material
de partida. Além disso, a aquisicdo do reagente comercial custa em
média $350 — 750/grama. Na ocasido do desenvolvimento desta
metodologia foi possivel sintetizar cerca de 30 g de 1-iodopropino 113,
dos quais boa parte foi utilizada na finalizacdo da sintese da cadeia
poliacetilénica de (+)-vernoniina 31.

De acordo com a Rota Il apresentada no Esquema 22, o alcino
terminal 111 foi obtido em 6timos rendimentos a partir da reacdo de 108
com fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF). Dessa forma, a reacdo de
acoplamento de Cadiot-Chodkiewicz entre o reagente 1-iodopropino
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113 e o alcino terminal 111 pode ser realizada nas mesmas condi¢des ja
mencionadas, proporcionando a obtencdo do derivado deca-4,6,8-triin-
1-ol 87 com 6timo rendimento (82%). A estrutura do derivado 87 foi
confirmada pelo espectro de RMN de 'H devido a presenca do simpleto
em 1,96 ppm (3H) referente a metila terminal (Figura 15), enquanto no
espectro de RMN de **C foram observado 6 sinais na regi&o entre 60 e
80 ppm, referentes aos carbonos insaturados, no total de 10 sinais.

= OH
=Z
Z

—3.75
~2.43
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“180
144
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Figura 15. Espectro de RMN de *H (superior) e **C (inferior) do
intermediario 87 (500 MHz e 125 MHz, CDCls)
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O poliacetileno deca-4,6,8-triin-1-0l 87 também é um produto
natural, sendo relatado o seu isolamento em fontes naturais das folhas de
Lactuca plumieri - uma planta pertencente a0 mesmo género que 0
alface, originalmente dos Alpes e Pireneus® — e da cultura de fungos
basidiomicetos Psathyrella scobinacea.”

A sintese total de 87 foi descrita pela primeira vez em 1961, por
Prevést e colaboradores,” fundamentada no acoplamento entre 1,3-
pentadiino 114 e 1-bromo-pentin-5-ol 104 na presenca de CuCl
(Esquema 24). No entanto, esta abordagem sintética apresenta algumas
desvantagens como a instabilidade e dificuldade de preparar o material
de partida 114 com bons rendimentos e alto grau de pureza. Cerca de 5
anos depois, Bew e colaboradores®™ também relataram a sintese de 87 a
partir do acoplamento de hepta-4,6-diin-1-ol 111 com 1-bromopropino
115, conforme condic6es descritas no Esquema 24. Ambos os trabalhos,
Prevdst e Bew, ndo descrevem a sintese completa dos intermediarios,
tampouco os redimentos envolvidos, fato que impede o calculo do
rendimento global das rotas para fins comparativos.

Prevost e col. (1961)

. CuCl, 0,
= = H s . /\/\OH NH,OH.HCI
. LA A B

114
104 OH

AN
AN

Bew e col. (1966)

AN

CuCl
NH,OH.HCI

=Z OH Br——==

Pz Et3NH, aq., MeOH
H ~ m 115

Esquema 24. Sinteses de deca-4,6,8-triin-1-ol 87 j& descritas na
literatura.

Em 2006, Luu e Tykwinski*® propuseram uma alternativa para a
sintese de 87 baseados em uma estratégia de sintese linear composta por
seis etapas utilizando o rearranjo FBW na etapa chave, apresentando
rendimento global de 12% (Esquema 25).
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OTBDPS
TBDPSCI a) n-BuLi, THF, -78 °C, 2 h;
W7 M midazo HWOTBDPS b) DMF, ~16 h
N
81 CH,Cl,:DMF 82 83 "\ _O
ta,2h 96% 3% |

o a) BaMnO4, CH,Cl,, %
=-Na /\m ta,~16h
83 —— — » _~ N . SN
THF, ta,~16h .~ OTBDPS Z N OTBDPS
84 85

b) CBry PPh CH,Cl,
95% 0°C, 30 min 37%

Buli TBAF
85 n-Buli > oTBOPS — = OH
hexano, -78 °C, 30 min _ —
A 6 THE.ta. Z 87
Z 83% Z 100%

Esquema 25. Rearranjo FBW na etapa chave da sintese do produto
natural deca-4,6,8-triin-1-ol 87.

Diante do exposto, destaca-se a abordagem sintética desenvolvida
neste trabalho, a qual permitiu sintetizar o produto natural deca-4,6,8-
triin-1-ol 87 em apenas quatro etapas sintéticas, a partir de reagentes
acessiveis e estaveis com rendimento global de 63%, baseado no
acoplamento de Cadiot-Chodkiewicz (Esquema 26).

/\/\OH

H
CuCl, NH,OH.HCI
(-Pryssi—=—H _NBS.AMNOs_ i oy o — g 0% 20 n-BuliH, / on
Pz
101 acetona, t.a,2 h 107 CH,Cly:MeOH = 108
19 (i-Pr)3Si
91 % 0°C,1,5h 96%

=—1 (2 equiv.)

CuCl, NH,0H.HCI
108 _ TBAF /\/\OH _30% aq. n-BuNH,_ = OH
THF ta,2h 27 CH,Cly:MeOH Z
H 88 % 0°C-ta,15h _F 82 %

Esquema 26. Nova rota sintética para o PN deca-4,6,8-triin-1-ol 87
desenvolvida neste trabalho.
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2.4.4. Estudos visando a sintese do anel y-butenolideo

Devido a ocorréncia de y-butirolactonas em PNs e ao fato de
muitas destas desempenharem importantes atividades bioldgicas,
diversas estratégias sdo estudadas com o objetivo de sintetizi-las de
forma enantiosseletiva. Muitas estratégias partem de blocos de
construcdo quirais, enquanto outras utilizam catalisadores ou ligantes
quirais. Dentre as mais comumente citadas na literatura encontram-se a
reacdo assimétrica de Michael utilizando 2(5H)-furanona como
nucledfilo na presenca de diferentes tipos de catalisadores,” reagées
enziméticas com 5-hidroxi-2(5H)-furanona,” reacdo de Mukaiyama-
Michael em siloxifuranonas com organocatalisadores,” alquilagdo
hetero-alilica seguido do fechamento de anel® e di-hidroxilacdo
assimétrica (DA) de Sharpless em ésteres p,y-insaturados.'®

Com relacdo a reacdo de DA de Sharpless, estratégia escolhida
neste trabalho, é a mais citada dentre as abordagens referenciadas
anteriormente e baseia-se no uso de OsO,, formado em in situ por
K,0s0,(OH),, como agente oxidativo utilizado em quantidades
cataliticas e da mistura KzFe(CN)s/K,CO3 como agente co-oxidante. A
enantiosseletividade é garantida, com altos valores de excesso
enantiomérico (ee), pela adi¢do de ligantes quirais que desempenham a
fungdo de selecionar uma das faces da ligacdo dupla a ser atacada pelo
6smio (Esquema 27).

Os derivados ftalazinicos dos alcaloides di-hidroquinona
[(DHQD),-PHAL] e di-hidroquinidina [(DHQ),-PHAL] séo os ligantes
quirais mais utilizados e fazem parte da mistura de reagentes
comercialmente disponiveis AD-mix-f e AD-mix-o, respectivamente,
juntamente com os outros reagentes citados.’®* A reacdo é normalmente
conduzida em mistura de agua e terc-butanol (1:1, v/v) e a adicdo de
CH3SO,NH; (metanossulfonamida) proporciona maior velocidade de
reagao.'”
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(DHQD),-PHAL (DHQ),-PHAL
AD-mix-f AD-mix-a.
"HO OH"
) HO  OH
AD-mix-f
R m—nR
Rs R R H "
— t-BuOH-H,0 (1:1) L

RS 4 H 0°c

: R_ H
- HO7—<~HRM
"HO | OH" AD-mix-a. R/ OH

Ataque na face a

Esquema 27. Modelo de Sharpless para a determinacdo da
estereoquimica mediante ataque da respectiva face da olefina.

A reacdo de DA de Sharpless foi a primeira estratégia a ser
avaliada para a sintese do anel y-butenolideo de (+)-vernoniina 31 em
virtude da simples metodologia, disponibilidade dos reagentes,
previsibilidade da configuracdo do centro estereogénico a ser obtido,
excelentes ee descritos na literatura e a contribuicdo da experiéncia do
grupo de pesquisa do Prof. Dr. Rick L. Danheiser.”

Dessa forma, seguindo a estratégia sintética apresentada no
Esquema 28, planejou-se a preparacdo do derivado éster com a carbonila
B,y-insaturada 89 para ser utilizado como material de partida na reacéo
de DA de Sharpless O intermediario diino 108 foi utilizado como o
composto modelo para avaliar a efetividade das reacGes, tendo em vista
a economia do reagente iodopropino 113.

“ Nesta fase, o trabalho estava sendo desenvolvido no MIT-EUA, conforme
projeto aprovado CNPg-MIT 29/2012 (processo: 200168/2014-2).
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O
oﬁ AN
x>
S
OH
20 X

ﬁ DA de Sharpless
(0]

A~
i OR
= 89
=z ﬂ o . B
econjugacao
O%oj S
= § o
N ~
31 N
N = OR
FZ 88

Pz
~ ﬁolefinagéo HWE

[o}

= H

_—
2
P 116

Esquema 28. Retrossintese do anel y-butenolideo via DA de Sharpless.

Dentre as possiveis reacfes de olefinacdo a partir de substancias
carboniladas, destacam-se as reacOes de Wittig e Horner-Wadsworth-
Emmons (HWE). Ambas as reacdes apresentam a vantagem de total
regiosseletividade, visto que outras reagdes de olefinacdo podem levar
ao rearranjo de duplas ligagdes pré-existentes.’® No entanto, o grande
diferencial esta na estereosseletividade E/Z que pode ser alcancada com
estas reacBes de olefinagdo de acordo com a escolha do reagente:
fosforana (Wittig) ou éster de fosfonato (HWE).

Os ésteres de fosfonato sdo mais reativos que as fosforanas, além
dos subprodutos da reacdo serem sollveis em &gua, sendo facilmente
separados do produto desejado durante o tratamento da reacdo. O
mecanismo da reacao consiste na desprotonacdo do éster fosfonato pela
base levando a formagdo de anion do tipo enolato que reage com o
aldeido para formar a dupla ligacdo (Esquema 29). A formacdo de
duplas ligacbes com geometria E é termodinamicamente favorecido,
embora seja possivel direcionar a geometria de acordo com reagente
fosfonato utilizado.***
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Esquema 29. Mecanismo proposto para a rea¢do de olefinacdo de HWE

Avaliamos a eficiéncia de duas bases distintas (NaH e LiIHMDS)
para abstrair o préton do reagente 117, o qual é um éster de fosfonato
estabilizado que direciona para a formacdo de E-alcenos. Os melhores
rendimentos foram alcangcados quando gerada a base LiIHMDS in situ a
partir de n-BuLi (1,05 equiv.) e HMDS (1,10 equiv.) (Esquema 30).

0O
EtO-p5__~OMe

o EtO 147 o]

AN
I
AN

base

AN

/

/

(i-Pr)sSi 109 THF, -78°C-ta, Ar  (i-Pr),Si 3713
(]

Esquema 30. Reacdo de olefinagio HWE para obtencdo do
intermediario a,pB-insaturado 118.

A confirmacdo da ligacdo dupla formada em 118 foi possivel
devido & presenca dos sinais no espectro de RMN de *H em 6,81 (m,
1H) e 6,13 ppm (d, 1H) com constante de acoplamento J = 15,9 Hz,
valor este que assegura a seletividade para o produto trans.
Adicionalmente, o simpleto em 2,28 ppm (3H) referente aos hidrogénios
metilénicos da funcéo éster evidenciou a formacdo do produto desejado
117. No espectro de RMN de **C foram observados 12 sinais, sendo que
0s sinais dos Csp® formados estéo localizados em 145,6 e 132,9 ppm.

O material de partida requerido para a reacdo de DA de Sharpless
é 0 intermediario éster B,y-insaturado 119, o qual pode ser obtido por
meio do deslocamento da dupla ligacdo do intermediario éster a,f-
insaturado 118 (Esquema 31). Esta reacdo pode ser realizada com o uso
de fotoquimica ou bases fortes para a formacdo do enolato, seguido da
protonag¢do na posi¢do a mediante controle cinético.
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Baseado no trabalho de Gagné e colaboradores,'® utilizamos a

base diisopropilamideto de litio (LDA) gerada in situ a partir de n-BuLi
(3 equiv.) e diisopropilamina (4 equiv.) para promover a formagdo do
enolato. A mistura foi mantida em atmosfera inerte a -78 °C e sob
agitacdo durante 30 minutos para garantir a formacdo de LDA. Apds
esse periodo, o éster o,B-insaturado 117 foi adicionado lentamente via
canula. Apdés 45 minutos da adi¢do do éster a,B-insaturado 117, a
solucdo de HCI 1M foi adicionada para interromper a enolizacdo e
promover a protonacdo na posi¢do a. Embora esta metodologia tenha
sido repetida algumas vezes, ndo foi possivel observar a formacdo do
produto desejado 119, recuperando-se o material de partida 118 no
produto bruto reacional (Esquema 31).

0 0
X~">0~ 1)LDA, THF, -78 °C, Ar =
-~ z
. G 118 2) HCI 1M, EtOH =
(i-Pr)3Si (i-Pr)sSi 119

Esquema 31. Reacéo de deconjugacéo para a obtencédo do intermediario
B,y-insaturado 119.

Devido a impossibilidade de sintetizar o intermediario pB,y-
insaturado 119, o qual é necessario para dar continuidade na estratégia
de sintese do anel y-butenolideo via reacdo de DA de Sharpless, os
esforcos foram direcionados para a outra estratégia sintética prevista: a
reacdo de a-oxiaminagdo assimétrica.

A formacdo da ligacdo C-O de maneira estereosseletiva na
posicdo a de aldeidos e cetonas foi descrita pela primeira vez em 2003
por trés grupos de pesquisas diferentes MacMillan (EUA),'® Zhong
(EUA)'" e Hayashi (JP)."®® A reacdo consiste no uso do reagente
nitrosobenzeno como fonte eletrofilica de oxigénio e o aminoacido
prolina (enantiomericamente puro) como catalisador quiral (Esquema
32).19%1 Desde entdo, esta abordagem vem sendo amplamente aplicada
na sintese de diversas substancias de interesse biol6gico, como por
exemplo do A-bloqueador (S)-propranolol.**?
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Esquema 32. Reagio de a-oxiaminagdo assimétrica.

Devalankar e colaboradores™ descreveram a sintese de v-
butenolideos com base na reacdo de a-oxiaminagdo assimétrica obtendo
excelentes ee (> 98%) e bons rendimentos com essa estratégia. O
diferencial da abordagem utilizada pelos autores para a sintese da
lactona foi a reacdo de olefinagdo HWE utilizando um fosfonato
especifico, também conhecido como reagente de Still-Gennari.*** Este
reagente leva a formagdo predominante de olefinas com geometria (2),
em virtude do efeito retirador de elétrons dos grupos substituintes
ligados ao fésforo. Uma vez obtido o éster insaturado cis, na sequéncia,
0 mesmo é submetido a condigdes reacionais para a clivagem da ligacdo
N-O proporcionando a lactonizagdo (Esquema 33). Embora os autores
tenham descrito a formacdo da olefina (E), as proporcdes (E:Z) puderam
ser controladas de acordo com o solvente e temperatura, além se serem
facilmente separadas do produto desejado. Dessa forma, y-butenolideos
foram sintetizados em etapa Unica a partir do aldeido, conforme
exemplo abaixo:

L-prolina (10 mol%)

O |
120 (1 equiv.) NH

DMSO, ta., 24 h @

a)
o0
cFy 0P Ao,

o
CFg 121 (1.5 equiv.) b) Cu(OAc), (30 mol%)

MeOH, ta., 12h
LiCl ( 2 equiv), DBU (2 equiv.)
THF,-20°C, 3 h

it o
WOACHS N mo
Q122 123

NH 63% (99% ee)

Proporgao
122:123 (4:1)

Esquema 33. Preparacdo de y-butenolideos baseado na reacdo de a-
oxiaminag&o assimétrica, segundo Devalankar e colaboradores.™
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Motivados pelos resultados descritos acima, vislumbramos a
possibilidade de sintetizar (+)-vernoniina 31 em 6 etapas sintéticas
direcionando a formacgdo do centro estereogénico via reacdo de o-
oxiaminacao assimétrica (Esquema 34).

1) bromacgao

2) acoplamento CC

3) desililagao

4) acoplamento CC
(i-Pr);Si———H 5) oxidag&@o

101

6) a-oxiaminagao - cis-
‘olefinagao - clivagem N-O

Esquema 34. Abordagem sintética para a sintese de (+)-vernoniina 31
por meio da reacdo de a—oxiaminacdo assimétrica. *CC: Cadiot-
Chodkiewicz

Brown e colaboradores'® relataram a impossibilidade de isolar o
produto a-oxiamino aldeido, em virtude do mesmo encontrar-se na
forma oligomérica em solugdo. Por este motivo, ap6s a reacdo de a-
oxiaminacdo ser concluida, o reagente NaBH, (3 equiv.) e excesso de
MeOH sio adicionados para reduzir o aldeido ao alcool primério e,
entdo, isolar e caracterizar o produto assimétrico. Nesse sentido,
aplicamos esta estratégia com o intuito de avaliar a reatividade apenas
da reacdo de o-oxiaminacdo assimétrica utilizando o intermediario 109
como material de partida (Esquema 35).
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v
Vi OH
A Q
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Esquema 35. Reagdo de o-oxiaminacdo assimétrica utilizando o
intermediario 109 como material de partida.

Inicialmente, optamos em utilizar 40 mol% de L-prolina, em
virtude de ser a quantidade maxima ja avaliados nos trabalhos citados e
DMSO como solvente a temperatura ambiente, visto que séo relatados
0s maiores ee do produto com esta combinacdo. O reagente
nitrosobenzeno (1 equiv.) foi preparado previamente ao uso, conforme
Coleman e colaboradores.™® Este reagente apresenta instabilidade
guando armazenado por longos periodos, uma vez que pode sofrer
dimeriza¢do. Uma peculiaridade do nitrosobenzeno é a sua coloracéo,
sendo que em solucdo apresenta-se verde quando monémero (ativo) e
incolor na forma dimera (ndo reativo). Esta caracteristica é utilizada
para acompanhar o desenvolvimento da reacdo de a-oxiaminagdo
assimétrica, tendo como referencial para o término da reagdo o
desaparecimento da coloracdo esverdeada, ou seja, consumo total do
mondmero reativo.

Em nosso experimento, cerca de 30 minutos foram necessarios
para a mudanga gradativa da coloracdo até marrom escuro. O
monitoramento da reacdo por CCD confirmou o consumo total de
material de partida 109 e a presenca de uma mancha apolar (rf = 0,9;
10% AcOEt:hexano) com emissdo de fluorescéncia sob radiagdo
ultravioleta. No entanto, ap6s a adicdo do agente redutor NaBH, foram
observados pelo menos mais 3 produtos na CCD. Na tentativa de
identificar os produtos formados, foi possivel isolar a mancha
fluorescente apolar descrita anteriormente, aparentemente pura pela
analise da CCD e codificada como APO1. O espectro de RMN de *H de
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APOQO1 apresentou apenas sinais na regido de hidrogénios ligados a
carbonos aromaticos, assim como o espetro de RMN de **C mostrou
apenas sinais de carbonos sp? (Figura 16).

Figura 16. Comparacéo dos espectros RMN de *H (300 MHz): (A)
produto isolado APO1 e (B) reagente nirosobenzeno.

A estrutura quimica do produto isolado APO1 ndo foi elucidada
apenas com as analises dos espectros de RMN, uma vez que ndo foi
possivel obter o espectro de massas em virtude da ndo ionizacdo do
composto. No entanto, pode-se inferir que o produto isolado ndo é o
reagente nitrosobenzeno, devido & comparagdo dos descolamentos dos
sinais no espectro de RMN de *H. A auséncia dos sinais do poliacetileno
nos espectros de RMN de 'H e RMN de *C de APO1 nos levaram a
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suspeitar da ocorréncia de reacBes paralelas com o reagente
nitrosobenzeno.

Dessa forma, algumas alteragdes nas condi¢des reacionais da
reacdo de a-oxiaminacdo assimétrica foram avaliadas, como: solvente
(CHsCN e CHCIy), adicdo do reagente nitrosobenzeno e inicio da reagdo
a 0 °C, tempo de reagdo até 24 horas ap6s a mudanca de coloragéo e
aumento no nimero de equivalentes do aldeido (1,2 equiv.). Em todas as
tentativas, ap6s as analises dos respectivos espectros de RMN, néo foi
observada a formagdo do composto a-substituido 124, sendo que o
produto fluorescente anteriormente descrito APO1, tenha sido
constatado na CCD ja nos primeiros minutos da reacéo.

Diante dos resultados obtidos, dois possiveis fatores foram
considerados como responsaveis pelo insucesso da reacdo: a qualidade
do reagente nitrosobenzeno ou a natureza quimica do aldeido (material
de partida). No intuito de solucionar estes questionamentos, iniciamos
com a reproducdo da metodologia descrita por Brown e colaboradores
utilizando como material de partida o aldeido hexanal 125, uma vez que

este a!}deido estd presente no escopo dos compostos avaliados no
104

artigo™ " (Esquema 36).
0
\/\)J\ L-prolina (5 mol%) N
H  nitrosobenzeno (0,33 equiv.) WO
125 Q  79%

CHCl3 0°C, 4 h NH

(98% ee)
* rendimentos referentes ao produto reduzido

descritos por Brown e col.(2003) 126

Esquema 36. Reproducdo da metodologia de Brown e colaboradores
com composto referéncia 125.

O catalisador assimétrico L-prolina foi solubilizada em CHCl; e a
solucdo foi resfriada em banho de gelo para a adicdo do reagente
nitrosobenzeno. A esta mistura foi adicionado o aldeido hexanal 125 e a
reacdo foi mantida em banho de gelo por 8 horas. Ap6s 24 horas de
reacdo ainda era possivel observar o material de partida na CCD, assim
como também a mancha apolar fluorescente APO1 discutida
anteriormente. Uma mistura complexa de 4 Produtos foi obtida apés a
reacdo de reducdo. O espectro de RMN de "H da mistura de produtos
ndo apresentou os sinais diagnosticos do produto desejado 126. Dessa
forma, constamos que o reagente nitrosobenzeno poderia ser a causa da
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irreprodutibilidade da reacdo o-oxiaminagdo assimétrica e, entdo,
optamos em adquiri-lo de fonte comercial (Sigma).

Com o reagente comercial nitrosobenzeno em méos, e em
decorréncia do tempo reduzido para a conclusdo deste trabalho, optamos
em realizar todas as etapas sequenciais da metodologia de Devalankar e
colaboradores com o intermediario final da rota planejada deca-4,6,8-
triin-1-al 116 . Este foi obtido com 6timo rendimento (86%), a partir da
reacao de oxidacdo de 87 com o agente oxidante acido o-iodoxibenzoico
(IBX) em CH5CN sob refluxo™® (Esquema 37).

O\|/OH

(3 equiv.
P i OH quiv.)
_ Z 87 CH4CN, refluxo

Esquema 37. Preparagdo do intermediério aldeido 116.

Com o objetivo de obter o produto final desejado (+)-(R)-
vernoniina 31, o intermediario aldeido 116 foi submetido a reacdo de o-
oxiaminacdo assimétrica e todas as reacdes sequenciais, conforme
apresentado no Esquema 38:

L-prolina (40 mol%) H
= H nitrosobenzeno (0,83 equiv.) _ Z o]
_ - Z NH
= pZ
= 116 CH4CN, ta. Z @

~02.8
CFyOP. ~
0 7O CHs i b) Cu(OAc), (30 mol%)
CF3 121 (1.5equiv) |  MeOH,ta.,24h
LiCl ( 2 equiv.), DBU (2 equiv.)§
THF, -20 °C, 24 h j
\J
O
O\\/j X
31

X

Esquema 38. Sintese do anel y-butenolideo via metodologia de
Davalankar e colaboradores.
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O tempo total envolvido nesta etapa foi de aproximadamente 72
horas, sendo 24 horas para cada reacdo (a-oxiaminacao, cis-olefinacdo e
clivagem N-O). Durante todo esse periodo a reagdo foi conduzida sob
protecdo da luz e sob atmosfera inerte (nitrogénio), tendo em vista a
fotossensibilidade da cadeia poliacetilénica com metilacetileno terminal
Em funcdo das reacdes sequenciais, perde-se um padréao referencial para
0 monitoramento do progresso da rea¢do por CCD, fato que nos levou a
estipular o tempo maximo de 24 horas para cada etapa.

Novamente ndo foi observado nenhum indicio da formacéo do
produto desejado (+)-vernoniina 31, entretanto, foi constatada a
formagdo do produto com estrutura relacionada ao reagente
nitrosobenzeno e pelo menos 7 outros produtos. Na investigacdo destes
produtos ap6s a purificacdo e por meio da analise dos espectros de RMN
de 'H foi possivel identificar a presenca de sinais referentes ao reagente
fosfonato, material de partida e uma estrutura com sinais referentes ao
poliacetileno.

Especificamente para a estrutura relacionada ao poliacetileno, a
analise mais aprofundada dos espectros de RMN de “C e 2D
possibilitou propor a estrutura do poliacetileno acetal 127,
principalmente devido a presenca do sinal no espectro de RMN de *H do
sinal em 5,01ppm, o qual esta ligado ao carbono em 99,3 ppm. Observa-
se ainda os sinais em 2,43 ppm e 1,88 ppm referentes aos hidrogénios
metilénicos e o simpleto em 1,96 ppm correspondente a metila da cadeia
poliacetilénica (Figura 17). A formagéo do acetal 127 pode ter ocorrido
devido a presenca de agua no meio, levando assim a hidratacdo do
aldeido.*®



86

—s01

\
W W / lJ\ Whasl,

Il 8 26 24 22 20 18

L6 14 12 10 08
i (ppr)

S—
495 4.9

v
5.00
f1 {ppm)

Figura 17. Subproduto127 obtido na sintese do anel y-butenolideo.

De fato, em nenhuma das publicacbes que demonstraram a
eficiéncia da reacdo de a-oxiaminagdo assimétrica continham em seu
escopo compostos com alguma similaridade estrutural ao poliacetileno
(+)-vernoniina 31 (insaturagBes conjugadas em cadeia alifatica).
Recentemente, Sun e colaboradores™ descreveram a sintese
enantiosseletiva do poliacetileno de origem marinha diastaminoliina A
132 e seu enantidmero baseado em uma estratégia sintética linear de 15
etapas obtendo 10 % de rendimento global. A reacdo de a-oxiaminagdo
assimétrica foi empregada para obter o centro estereogénico. Cabe
desatacar que o aldeido 129, material de partida para a reacdo de o-
oxiaminagao assimétrica, era o constituido por uma cadeia saturada de 9
carbonos entre a carbonila aldeidica e as triplas ligacdes (Esquema 39).
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1. D ou L-prolina,
nitrosobenzeno
CH5CN, 0°C, 24 h

2. NaBH,, MeOH OH
/\/H\/OH O 0 : OH
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OH
NH,
Z s
§ Z

diastaminoliina A
132

Esquema 39. Sintese enantiosseletiva do poliacetileno natural
diastaminoliina A baseada na reago de a-oxiaminagao assimétrica.™®

O mecanismo proposto por Cérdova e colaboradores *® para a
reacdo de a-oxiaminacdo assimétrica catalisada por prolina envolve,
inicialmente, a reacdo do aldeido com a prolina, levando a formacao da
enamina I. A enamina podera reagir com nitrosobenzeno levando a
formacdo do aduto iminio 11, ap6s o estado de transicdo TS Il. Com a
hidrélise do iminio, o aldeido assimétrico 111 é liberado, assim como a
regeneracdo do catalizador prolina (Esquema 40).
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Esquema 40. Mecanismo de a-oxiaminagéo assimétrica proposto por
Cérdova e colaboradores (adaptado?).
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Baseado nos resultados obtidos com a reagdo de a-oxiaminacgao
assimétrica visando a sintese total de (+)-vernoniina 31, em consonancia
com o provavel mecanismo da reacdo exposto acima, supomos que a
possivel explicacdo para o insucesso na obtencdo do centro
estereogénico esteja na incapacidade de formar a enamina (etapa inicial
do mecanismo). O aldeido precisa sofrer a enolizacdo para reagir com a
prolina e formar a enamina e, possivelmente em virtude da
deslocalizacdo de elétrons da cadeia poliacetilénica esta etapa esteja
comprometida. No entanto, um estudo mais aprofundado com outros
aldeidos de diferentes tamanhos de cadeia alifatica saturada (n > 2)
precisa ser realizado para atestar esta evidéncia.

2.5. Conclusdes e Perspectivas
2.5.1. ConclusGes

e Embora ndo tenha sido alcangado o objetivo principal deste
capitulo, foi possivel prepara o intermediario chave aldeido 4,6,8-
decatriin-1-al 116 maneira eficiente em 5 etapas com rendimento global
de 54%, a partir do reagente (triisopropilsilil)acetileno. Este
intermediario estava envolvido nas duas rotas sintéticas planejadas para
a sintese total de (+)-vernoniina 31.

e Uma nova rota sintética com menor nimero etapas (4),
melhor rendimento global (63%) e reagentes mais estaveis e acessiveis
foi desenvolvida para o produto natural deca-4,6,8-triin-1-ol 87,
encontrado em cultura de fungos Psathyrella scobinaceae e em plantas
Lactuca plumieri.

e Uma nova metodologia para a sintese de 1-iodopropino a
partir de 1-bromo-1-propeno foi desenvolvida em paralelo durante o
desenvolvimento deste trabalho. O reagente 1-iodopropino 113 foi
utilizado no acoplamento Cadiot-Chodkiewicz na sintese da cadeia
poliacetilénica de (+)-vernoniina 31, especificamente para insercdo do
metilacetileno na porc¢do final da cadeia.

e Duas abordagens sintéticas visando a sintese enantiosseletiva
do anel y-butenolideo de (+)-vernoniina 31 foram avaliadas. A primeira
baseava-se na reagdo de di-hidroxilacdo de Sharpless, a qual tornou-se
invidvel devido & impossibilidade de obtengdo do intermediéario estér
B,y-insaturado. Na segunda abordagem a reacdo de o-OXiaminagdo
assimétrica foi avaliada para a formacdo do centro assimétrico e
conseguinte formacédo do anel, no entanto, sem sucesso.
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2.5.2. Perspectivas

e Estudo mais detalnado da reacdo de a-Oxiaminacdo
assimétrica utilizando outros materiais de partida (aldeidos), a fim de
identificar se é a natureza quimica do poliacetileno 116, ou seja, 0
numero de carbonos saturados, que esta impedindo a formag&o do centro
estereogénico;

. Planejamento de uma estratégia sintética convergente, na
qual o anel y-butenolideo possa ser preparado de forma independente da
cadeia poliacetilénica;

. Alguns poliacetilenos intermediarios da sintese de (+)-
vernoniina 31, como por exemplo, o PN deca-4,6,8-triin-1-ol 87, foram
encaminhados para a avaliagdo do potencial citotoxico em linhagem
celular de melanoma murino (B16F10). Os ensaios estdo em andamento
no Grupo de Estudos de Interacdo entre Micro e Macromoléculas
(GEIMM) desta Universidade sob supervisao da Profa. Dra. Tania B. C.
Pasa.

2.6. Parte Experimental
2.6.1. Consideraces gerais

Todas as reagdes para sintese do poliacetileno foram conduzidas
em atmosfera inerte de argdnio ou nitrogénio em vidraria previamente
seca por 24 h em estufa a ~100 °C ou flambadas sob véacuo. Os solventes
anidros utilizados nas reacdes foram purificados por filtragdo sob
pressdo em alumina ativada ou conforme procedimento especifico para
cada tipo de solvente.'® Alguns reagentes foram convenientemente
purificados conforme métodos usuais descritos na literatura.**®

Pontos de fusdo foram determinados utilizando o equipamento
Fisher-Johns disponivel no laboratério. Espectros de infravermelho
foram obtidos em um equipamento Perkin Elmer 2000 FT-IR, enquanto
que os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e de *C foram
obtidos em espectrdmetros Varian Mercury (300 MHz), Varian Inova
(500 MHz), Bruker Fourier (300 MHz) e Bruker Avance-400 (400
MHz). Apenas para os compostos inéditos na literatura foram adquiridos
0 espectro de massa de alta resolugdo (HRMS) mensurados em um
equipamento Brucker Daltonics APEXII 3 tesla com transformada de
Fourier e espectrdmetro de massas Xevo Qtof MS (Waters).
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As cromatografias em camada delgada foram utilizadas placas de
silica gel 60 F-254 0.25 mm em suporte de vidro ou aluminio, enquanto
gue as colunas cromatograficas de purificacdo utilizaram silica gel 60
(230-400 mesh). A revelacdo dos compostos nas cromatoplacas
analiticas foi efetuada pela exposicdo das placas a lAmpada ultravioleta
(UV), nos comprimentos de onda curto (254 nm) e longo (366 nm); e
pela nebulizacdo com o agente cromogénico anisaldeido sulfirico e
solucdo de KMnQ,, seguido de aquecimento das placas por alguns
minutos a altas temperaturas.

As baixas temperaturas foram alcancadas mediante a utilizacdo
de banhos de gelo com &gua (~0°C), gelo e solugio saturada de NaCl
(~5 °C) e CO; sélido (gelo seco) com acetona (~78 °C).

2.6.2. Procedimentos experimentais

4-Fenilbut-3-in-1-ol (94) *%

P OH
| OH 74
©/ N H/\/ ©<\/

F.M.: C10H100
P.M.: 146,19 g/mol

A um baldo de 25 mL com duas bocas equipado com agitacdo
magnética e sob atmosfera de argbnio foi adicionado a temperatura
ambiente iodobenzeno (1,1 mL; 2,0 g; 9,8 mmol; 1 equiv.) e 5 mL de
piperidina, seguidos de Cul (0,186 g; 0,98 mmol; 0,1 equiv.) e Pd(Phs),
(0,566 g; 0,49 mmol; 0,05 equiv.). A mistura foi agitada por 5 minutos
antes da adicao da solugdo de 3-butin-1-ol (1,48 mL; 1,37 g; 19,6 mmol;
2 equiv.) em 3 mL de piperidina via seringa. A mistura reacional tornou-
se gradativamente viscosa com coloracdo marrom escuro e ap6s 15
minutos de agitacdo foram adicionados 15 mL de solugdo saturada de
NH,OH . A fase aquosa foi extraida com Et,O (3 x 30 mL) e as fases
organicas foram combinadas e lavadas com 50 mL de solu¢do saturada
de NaCl, seca som MgSQ,, filtrada e o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida em evaporador rotatério a 25 °C. A purificagdo por
coluna cromatografica de silica gel utilizando como eluente a mistura de
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solventes hexano: acetato de etila (60:40, v/v) forneceu 0,902 g (62%)
de 94 como um 6leo amarelado.

Rf : 0,4 [hexano:acetato de etila (60:40, v/v)]

RMN de *H (300 MHz, CDCls): § 7,39 (m, 2H), 7,26 (m, 3H), 3,78 (t, J
=6,35Hz, 2 H), 2,66 (t, J = 6.35 Hz, 2 H);

RMN de °C (75 MHz, CDCly): & 131,9; 128,5; 128,1; 123,6; 86,8;
82,5; 61,3; 23,9

Dados espectroscopicos estdo de acordo com o reportado da literatura.®
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4-Fenilbut-3-in-1-ol (95)%

O._H
OH
o -
95
94 F.M.: C10H80

P.M.: 144,17 g/mol

A um baldo de 25 mL com duas bocas equipado com agitacdo
magnética e atmosfera argonio foram adicionados o alcool 94 (0,123 g;
0,84 mmol, 1 equiv.) e 5 mL de CH,Cl,. A solugéo foi resfriada a 0°C e
apo6s 5 minutos de agitacdo foi adicionado o reagente periodinana de
Dess Martin (DMP) (0,464 g; 0,109 mmol; 1,3 equiv.). Ap6s 1 hora de
agitacdo a mistura reacional foi resfriada a -78°C e foram adicionados 5
mL de n-pentano para a precipitacdo dos subprodutos do DMP. A
suspensdo de coloracdo branca obtida foi filtrada em um funil de placa
sinterizada contendo silica gel e eluida com 150 mL da mistura de
solventes Et,0O:n-pentano (1:4,v/v). O filtrado foi coletado em 5 fragdes
em baldes mantidos em banho de gelo seco com acetona (-78 °C). As
fracbes foram concentradas em evaporador rotatorio (25 °C) a um
volume de 5 mL e diluidas com benzeno para destilacdo azeotrépica em
evaporador rotatorio a 50 °C para a retirada do acido acético (sub-
produto proveniente do DMP). Apds a andlise das fracdes foi possivel
constatar formacdo do produto aleno 96 na forma de 6leo amarelado
(0,060 g, 49 %).

0 4-Fenilbut-2,3-dien-1-al (96)

@/\)LH F.M.: CyoHgO

P.M.: 144,17 g/mol
96 Rf : 0,7 [Et,O:n-pentano (10:90, v/v)]

RMN de H (300 MHz, CDCl3): & 9,61 (d, J = 7,08
Hz, 1H),7,36- 7,32 (m, H aromaticos), 6,78 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 6,07
(dd, J =6,7; 7,08Hz 1 H).
RMN de *C (75 MHz, CDCl5): § 236,4; 191,5, 129,7, 129,2, 127,9, 99,9,
99,4.
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Como alternativa ao processo de filtragdo em funil de placa sinterizada,
um sistema em atmosfera inerte de argbnio também foi avaliado. A
suspensdo resultante da reacdo foi transferida via cénula para uma
coluna “jacket” resfriada com gelo seco e acetona (-78 °C) utilizando
silica gel como fase estacionaria e eluida com 150 mL da mistura de
solventes Et,O:pentano (1:4,v/v) sob pressdo positiva de argbnio. As
fragbes foram coletas como descrito anteriormente. A formagdo do
produto aleno 96 também foi observada.
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4-Bromobut-3-in-1-ol (100) ¥

OH OH
H/y Br/woV

F.M.: C4,H,BrO
P.M.: 148,93 g/mol

A um baldo de 50 mL com duas bocas equipado com agitacdo
magnética e sob atmosfera de argbnio foi adicionado a temperatura
ambiente 3-butin-1-ol (0,54 mL; 0,500 g; 7,14 mmol; 1 equiv.) e 15 mL
de acetona, seguidos de NBS (previamente recristalizado) (1,40 g; 7,80
mmol; 1,1 equiv.) e AgNO; (0,060 g; 0,36 mmol; 0,05 equiv.). O baldo
foi envolto em papel aluminio para protecdo da luz e ap6s 1 hora de
agitacdo foram adicionados 30 mL de n-pentano e a mistura foi
transferida para um funil de separacéo juntamente com 30 mL de 4gua.
A fase aquosa foi extraida com a mistura Et,O: n-pentano (1:1; v/v) (3 x
25 mL) e as fases organicas foram combinadas e lavadas com 50 mL de
solucdo saturada de NaCl, seca som MgSOQ,, filtrada e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a 50 °C. A
purificacdo por coluna cromatografica de silica gel utilizando como
eluente a mistura de solventes hexano: acetato de etila (70:30, v/v)
forneceu 0,575 g (54%) de 100 como um 6leo de coloragdo marrom.

Rf : 0,6 [hexano: acetato de etila (70:30, v/v)]

IV (filme): 3254, 2946, 2218, 1419, 1051 cm™

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 3,73 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,48 (t, J =
6,2 Hz, 2H), 2,06 (sl, 1 H)

RMN de *C (100 MHz, CDCls): § 60,7; 40,0; 23,9

Dados espectroscopicos estdo de acordo com o reportado da literatura.®



95

6-(Triisopropilsilil)hexa-3,5-diin-1-ol (102)%

OH
/
/\/ =
Br . A
(i-Pr)3Si
100 102

F.M.: C15H2603i
P.M.: 250,45 g/mol

A um baldo de 50 mL com duas bocas equipado com agitacdo
magnética e sob atmosfera de argbnio foi adicionado a temperatura
ambiente 4-bromobut-3-in-1-ol 100 (0,540 g; 3,64 mmol; 1 equiv.) e 20
mL de THF, seguidos do reagente (triisopropilsilil)acetileno (TIPS)
(0,98 mL; 0,797 g; 4,37 mmol; 1,2 equiv.). A mistura reacional foi
agitada e PdClI,(Phs), (0,051 g; 0,073 mmol; 0,02 equiv.) e Cul (0,014 g;
0,073 mmol; 0,02 equiv.) foram adicionados em uma Unica porcdo a
mistura e, na sequéncia, DIPA (1,07 mL; 0,773 g; 2,1 equiv.) foi
adicionado lentamente durante 2 minutos. A mistura reacional mudou
gradativamente coloracdo amarelada para esverdeado e marrom e apés 5
horas de agitacdo foram adicionados 10 mL de solucdo saturada de
NH4Cl e 15 mL de Et,0 . A fase aquosa foi extraida com a mistura de
solventes Et,O: n-pentano (1:1, v/v) (3 x 20 mL) e as fases organicas
foram combinadas e lavadas com 50 mL de solu¢do saturada de NaCl,
seca som MgSQO,, filtrada e o solvente foi evaporado sob presséo
reduzida em evaporador rotatorio a 50 °C. A purificacdo por coluna
cromatogréfica de silica gel utilizando como eluente a mistura solventes
hexano:acetato de etila (70:30, v/v) forneceu 0,552 g (61%) de 102
como um 6leo amarelado.

Rf : 0,4 [hexano:acetato de etila (60:40, viV)];

RMN de 'H (400 MHz, CDCly): & 3,77 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,57 (t, J =
6,2 Hz, ZHg, 1,80 (sl, 1 H), 1,08 (s, 21 H)

RMN de C (100 MHz, CDCly): 6 89,8; 80,4; 77,8; 66,31; 61,3; 30,7;
18,5; 15,8; 11,3

Dados espectroscépicos estdo de acordo com o reportado da literatura.®
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5-Bromopent-4-in-1-ol (104) " ™
7 on Z OH
H/\A Br/\ﬂ
104

F.M.: C;H,BrO
P.M.: 163,01 g/mol

Método A: A um baldo de 50 mL com duas bocas equipado com
agitacdo magnética e sob atmosfera de argdnio foi adicionado a
temperatura ambiente o reagente comercial 4-pentin-1-ol (0,55 mL;
0,500 g; 5,9 mmol; 1 equiv.) e 20 mL de acetona, seguidos de NBS
(previamente recristalizado) (1,16 g; 6,50 mmol; 1,1 equiv.) e AgNO;
(0,051 g; 0,30 mmol; 0,05 equiv.). O baldo foi envolto em papel
aluminio para protecdo da luz e apés 1 hora de agitacdo foram
adicionados 30 mL de pentano e a mistura foi transferida para um funil
de separacdo juntamente com 30 mL de agua. A fase aquosa foi extraida
com a mistura Et;O: n-pentano (1:1; v/v) (3 x 25 mL) e as fases
organicas foram combinadas e lavadas com 50 mL de solugdo saturada
de NaCl, seca som MgSQ,, filtrada e o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida em evaporador rotatdrio a 50 °C. A purificagdo por
coluna cromatogréfica de silica gel utilizando como eluente a mistura de
solventes hexano:acetato de etila (70:30, v/v) forneceu 0,317 g (33%) de
104 como um 6leo de coloracdo marrom.

Método B: A um baldo de 50 mL com trés bocas equipado com
termOmetro interno, barra magnética e sob atmosfera de argdnio foram
adicionados KOH (0,947 g; 14,86 mmol; 2,5 equiv.; 88% pureza) e 15
mL de &gua destilada. A solucdo foi resfriada em banho de gelo com
solugéo saturada de NaCl (-5 °C a 0 °C) para a adicdo lenta de Br, (0,30
mL; 0,950 g; 5,94 mmol; 1 equiv.) durante 2 minutos. A mistura
reacional adquiriu coloragdo amarela e ap6s 10 minutos de agitacéo, 4-
pentin-1-ol (0,55 mL; 0,500 g; 5,94 mmol; 1 equiv.) foi adicionado e a
reacdo foi mantida a temperatura abaixo de 0 °C. Durante 0 progresso
da reacdo foi possivel observar a mudanca de coloragdo até incolor.
Apo6s 90 min foi evidenciado o término da reacdo por CCD sendo
adicionados 20 mL de solucdo saturada de NaCl. A fase aquosa foi
extraida com a Et,0 (4 x 30 mL) e as fases organicas foram combinadas
e lavadas com 50 mL de solugdo saturada de NaCl, seca som MgSQy,,
filtrada e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida em evaporador
rotatorio a 50 °C. A purificacdo por coluna cromatografica de silica gel
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utilizando como eluente a mistura de solventes hexano: acetato de etila
(70:30, v/v) forneceu 0,484 g (50 %) de 104 na forma de um 6leo com
coloragdo marrom.

Rf: 0,4 [hexano:acetato de etila (70:30, v/V)];

IV (filme): 3348, 2946, 2287, 2218, 1419, 1184, 1051, 845 cm™
RMN de 'H (400 MHz, CDCl,): & 3,73 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,34 (t, J =
7,0 Hz, 2H), 1,82 (sl, 1 H), 1,76 (m, 2H)

RMN de °C (100 MHz, CDCl5): § 79,5; 61,3; 38,2; 30,9; 16,1

Dados espectroscopicos estdo de acordo com o reportado da literatura.™
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Bromoetinil(triisopropilsilano) (107) ¥

(i-Pr)sSi——=—H (i-Pr)3Si—=—Br
107

F.M. = C11H21BrSi
P.M. = 261,27 g/mol

A um baldo de 50 mL com uma boca equipado com agita¢cdo magnética
e sob atmosfera inerte foi adicionado a temperatura ambiente
triisopropilsilil(acetileno) (1,22 mL; 1 g; 5,48 mmol; 1 equiv.) e 15 mL
de acetona, seguidos de NBS (previamente recristalizado) (1,20 g; 6,58
mmol; 1,2 equiv.) e AgNO; (0,046 g; 0,274 mmol; 0,05 equiv.). O baldo
foi envolto em papel aluminio para protecdo da luz e ap6s 1 hora de
agitacdo o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida em evaporador
rotatorio a 50 °C e o residuo remanescente foi ressuspendido em hexano
e filtrado em papel filtro para a retirada do sélido branco (succinimida) e
novamente o solvente foi evaporado. A purificagdo por coluna
cromatogréafica de silica gel utilizando como eluente hexano (100%)
forneceu 1,31 g (91 %) de 107 como um 6leo incolor.

Rf : 0,96 [hexano:acetato de etila (90:10, v/V)];

IV (filme):v (cm™): 2944, 2866, 2361, 2121, 1463, 883, 804, 677.
RMN de ‘H (400 MHz, CDCl5): & 1,10 — 1,08 (m)

RMN de *C (100 MHz, CDCly): & 83,4; 61,7; 18,4;11.2

Dados esPectroscépicos estdo de acordo com o reportado da
literatura.'*
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7-(Triisopropilsilil)hept-4,6-diin-1-ol (108)"

Z OH
j-Pr);Si——=—B =Z
(I r)3SI r _— (/-Pr)3S|
107 108
F.M. = C gH250Si
P.M. = 264,47 g/mol

A um baldo de 50 mL equipado com barra magnética e sob atmosfera
inerte foram adicionados 10 mL da solugdo aquosa 30% n-BuNH, e
CuCl (0,017 g; 0,48 mmol; 0,1 equiv.). A solucdo de coloracao azul foi
resfriada a 0 °C para a adigdo de NH,OH.HCI (0,123 g; 1,78 mmol; 1
equiv.) que mudou a coloragio da mistura para incolor
instantaneamente. O alcino terminal adquirido comercialmente 4-pentin-
1-ol ( 0,17 mL; 0,149 g; 1,78 mmol; 1 equiv.) em solugdo de
CH,CI,:MeOH (1:1, v/v) (3 mL) foi adicionado gota a gota via canula,
seguido da adicdo gota a gota via canula de 107 (0,700 g; 2,68 mmol;
1,5 equiv.)[as canulas fora lavadas com a mistura de solventes
CH,Cl:MeOH (1:1, v/v) (3x 1 mL, cada)]. Apds 1 hora de agitacdo em
banho de gelo, 10 mL de solucdo aquosa 10 % de NaCN ou solucdo
aquosa saturada de NH4Cl foram adicionados e a fase aquosa foi
extraida Et,0O (3 x 40 mL). As fases organicas foram combinadas e
lavadas com 50 mL de solucdo saturada de NaCl, seca som MgSO,,
filtrada e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida em evaporador
rotatorio a 50 °C. A purificagdo por coluna cromatografica de silica gel
utilizando como eluente a mistura de solventes hexano:acetato de etila
(80:20, v/v) forneceu 0,453 g (96%) de 108 como um 6leo de coloracéo
amarelado.

Rf : 0,4 [hexano:acetato de etila (80:20, v/v)]

1V (filme):v (cm'l) 3322, 2944, 2866, 2361, 2224, 2104, 1463, 1183,
1060, 883, 677.

RMN de 'H (500 MHz; CDCl3,): & 3,76 (t, J = 6,2 Hz, 2H); 2,43 (t, J =
7,0 Hz, 2H); 1,80 (m, 2H); 1,60 (brs, 1H); 1,09 (d, J = 1,3 Hz, 21H).
RMN de °C (125 MHz, CDCls) & 89,8; 80,4; 77,8; 66,3; 61,3; 30,7;
18,5; 15,7; 11.2

ESI-MS m/z (modo positivo): [M+H]": calculado para CigH,gOSi
265,1982; obtido 265,1977
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7-(Triisopropilsilil)hepta-4,6-diin-1-al (109) *

P = OH
. A =
(i-Pr)3Si 108 (i-Pr)3Si 109
F.M. = CgH560Si
P.M. = 262,46 g/mol

= H

A um baldo de 25 mL com duas bocas equipado com barra magnética,
funil de adi¢do e sob atmosfera inerte foram adicionados o &lcool 108
(0,200 g; 0,38 mmol, 1 equiv.) e 5 mL de CH,Cl,. A solucdo foi
resfriada a 0°C e ap6s 5 minutos de agitagdo foi adicionado o reagente
DMP (0,209 g; 0,49 mmol; 1,3 equiv.). Apds 1 hora de agitagdo a
temperatura ambiente a mistura reacional foi filtrada em um funil de
placa sinterizada contendo silica gel e eluido com 100 mL da mistura de
solventes Et,O:n-pentano  (L:4,v/v). O filtrado foi destilado
azeotropicamente com benzeno (3 x 3 mL) em evaporador rotatdrio a
50 °C para a retirada do &cido acético (sub-produto proveniente do
DMP). A purifica¢do por coluna cromatogréfica de silica gel utilizando
como eluente a mistura de solventes hexano:acetato de etila (80:20, v/v)
forneceu 0,090 g (90%) de 109 como um 6leo de coloracdo amarelada.

Rf : 0,33 [hexano:acetato de etila (70:30, v/Vv)]

IV (filme):v (cm™) 3402, 2766, 2261, 2210, 1998, 1520, 1088, 1025,
824.

RMN de "H (500 MHz; CDCls,): 8 9,80 (t, J = 0,84 Hz, 1H); 2,73 (m,
2H); 2,61 gm, 2H); 1,07 (s, 21H).

RMN de *C (125 MHz, CDCly) & 199,4; 89,5; 81,1; 76,1; 66,7; 41,9;
18,5;12,4;11,2

ESI-MS m/z (modo positivo): [M+Na]": calculado para CigH,6OSi
285,1645; obtido 285,1655
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(E)-Metil-9-(triisopropilsilil)nona-2-en-6,8-diinoato (118)**

o O
Et0-p_~OMe o
EtO 117 x

= =
= i 7
(i-Pr);Si 109 (i-Pr)3Si 118
F.M. = C;gH300,Si
P.M. = 318,52 g/mol

N\
o
\

= H

A um baldo de 10 ml com duas bocas equipado com barra magnética e
sob atmosfera de argbnio foram adicionados 1 mL de THF e HMDS
previamente destilado (0,88 pL; 0,068 g; ,42 mmol; 1,10 equiv.). A
solugéo foi resfriada a 0°C e a solugdo de 2,6 M de n-BuLi em hexano
(0,15 mL; 0,399 mmol; 1,05 equiv.) foi adicionado gota a gota via
canula durante 4 minutos, seguido de resfriamento a -78 °C para a
adicdo do reagente comercial dietilfosfanoacetato de etila 117 (0,1 mL;
0,109 g; 0,49 mmol, 1,3 equiv.) gota a gota. A mistura reacional foi
agitada por 5 minutos antes da adi¢do da solucéo do aldeido 109 (0,100
g; 0,38 mmol; 1 equiv.) em THF (4 mL) ser adicionado gota a gota via
canula a -78 °C. Ap6s 1 hora de agitacdo a temperatura ambiente, 5 mL
de solucdo saturada de NH4Cl foram adicionados e a fase aquosa foi
extraida Et,0O (3 x 20 mL). As fases organicas foram combinadas e
lavadas com 40 mL de solugdo saturada de NaCl, seca som MgSOy,
filtrada e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida em evaporador
rotatorio a 50 °C. A purificacdo por coluna cromatografica de silica gel
utilizando uma mistura de hexano: acetato de etila (90:10, v/v) como
eluente forneceu 0,081 g (67%) de 118 como um 6éleo de coloracéo
alaranjada.

Rf : 0,4[hexano:acetato de etila (90:10, v/v)]

RMN de 'H (400 MHz; CDCl3,): & 6,80 (m, 1H), 6,14 (d, J = 15,8 Hz,
1H), 2,48 (jm, 4H), 2,28 (s, 3H), 1,09 (s, 21H)

RMN de ®*C (100 MHz, CDCl3) 4 199,1; 145,5; 132,9; 90,2; 81,9; 77,1;
67,6; 31,5; 27,8; 19,2; 19,0; 11,9

ESI-MS m/z (modo positivo): [M+H]": calculado para CigH300,Si
319,2088; obtido 319,2096
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(E)-Metil-9-(triisopropilsilil)nona-3-en-6,8-diinoato (119)*%°

. F =
(i-Pr)sSi 118 (i-Pr);Si 19

A um baldo de 10 ml com duas bocas equipado com barra magnética,
em banho termostatizado a -20 °C, sob atmosfera de argonio contendo
diisopropilamida (0,12 mL; 0,88 mmol; 4 equiv.) foi adicionado
lentamente 2,56 M de n-BuLi em hexano (0,20 mL; 0,53 mmol; 3
equiv.) e a mistura foi agitada por 30 minutos. Na sequéncia o baldo foi
transferido para um banho de gelo seco e acetona (-78°C) para a adigéo
de 1 mL de THF, seguido do do éster a,B-insaturado 118 (0,070g, 0,22
mmol, 1 equiv.) solubilizado em 3 mL de THF. A transferéncia foi feita
via canula durante 10 min (as canulas foram lavadas com THF (2 x 1
mL). Ap6s 45 min em agitacio a temperatura de -78°C, 3 mL de solugdo
HCI 1M foi adicionado e retirada do resfriamento. Apds atingir a
temperatura ambiente, 5 mL de solucdo saturada de NH,CI foram
adicionados e a fase aquosa foi extraida Et,O (3 x 20 mL). As fases
organicas foram combinadas e lavadas com 40 mL de solu¢do saturada
de NaCl, seca som MgSQ,, filtrada e o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida em evaporador rotatério a 50 °C. Ap6s purificagdo por
coluna cromatografica de silica e analise dos produtos isolados por
RMN de 'H n#o foi possivel constatar a formac&o do produto desejado
119.
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1 122
Hepta-4,6-diin-1-ol (111)

P = OH
.  F i
(i-Pr)sSi 108 H 111
F.M. = C;Hg0
P.M. = 108,13 g/mol

= OH

A um baldo de 25 mL com duas bocas equipado com barra magnética e
sob atmosfera inerte foram adicionados o intermediario diino 108
(0,540 g; 2,94 mmol; 1 equiv.) e 10 mL de THF e solucdo de TBAF 1M
em THF (2,45 mL; 2,45 mmol; 1,2 equiv.) a 0°C. Apds 5 minutos de
agitacdo o resfriamento foi retirado e a mistura racional foi mantida a
temperatura ambiente por 2 horas, seguido da adi¢cdo de 10 mL de
solucdo saturada de NH,4CI. A fase aquosa foi extraida CH,Cl, (3 x 30
mL) e as fases orgénicas foram combinadas e lavadas com 50 mL de
solucdo saturada de NaCl, seca som MgSQ,, filtrada e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a 25 °C. A
purificacdo por coluna cromatogréfica de silica gel utilizando como
eluente a mistura de solventes hexano:acetato de etila (80:20, v/v) como
eluente forneceu 0,180 g (88 %) de 111 como um 6bleo de coloracéo
marrom escuro.

Rf : 0,40 [hexano:acetato de etila (70:30, v/Vv)]

RMN de "H (400 MHz; CDCl5): & 3,75 (t, J= 6,1 Hz, 2H), 2,40 (td, J=
6,97 Hz, J=1,2 Hz, 2H), 1,97 (t, J= 1,2 Hz, 1H), 1,79 (m, 2H), 1,64 (sl,
1H).

RMN de **C (100 MHz, CDCls) & 78,2; 68,9; 65,8; 65,4; 61,9; 31,3; 16,2
Dados esPectroscépicos estdo de acordo com o reportado da
literatura.'*?
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7-Bromohepta-4,6-diin-1-ol (110) ®

P // OH = OH
.  F Y
(i-Pr)3Si 108 Br 110

F.M. = C,H,BrO
P.M. = 187,13 g/mol

A um baldo de 10 mL com duas bocas equipado com barra magnética e
sob atmosfera de argbnio foram adicionados o intermediario diino 108
(0,250 mg; 0,95 mmol; 1 equiv.) e 5 mL de CH3CN, seguidos de AgF
(0,144 g; 1,14 mmol; 1,2 equiv.) e NBS (0,203 g; 1,14 mmol; 1,2
equiv.). O baldo foi envolto com papel aluminio para protecdo da luz e
apos 19 h de agitagdo a temperatura ambiente, a mistura reacional foi
filtrada em um funil de placa sinterizado contendo Celite® e eluido com
20 mL de Et,0. O solvente do filtrado foi evaporado sob presséo
reduzida em evaporador rotatorio a 50 °C e a purificagdo por coluna
cromatogréfica de silica gel utilizando como eluente a mistura de
hexano: acetato de etila (70:30, v/v) como eluente forneceu 0,050 g
(28%) de 110 como um dleo de coloragcdo marrom.

Rf: 0,44 {hexano:acetato de etila (70:30, v/V)]

RMN de "H (400 MHz; CDCl5): & 3,74 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,39 (t, J =
6,9 Hz, 2H), 1,90 (sl, 1H), 1,78 (m, 2H).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) § 76,4; 65,8; 65,5; 61,2; 37,3; 30,7;
15,6.

Dados esPectroscépicos estdo de acordo com o reportado da
literatura.**®
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Deca-4,6,8-triin-1-ol (87)
Rota I:

— OH = OH
= =
Br 108 Z 87
F.M. = C10H100
P.M. = 146,18 g/mol

A um baldo de 10 mL com duas bocas equipado com barra magnética,
resfriado a — 78 °C e sob atmosfera de argonio foram adicionados a
mistura de isdmeros 1-bromo-1-propeno (35 pL; 0,41 mmol; 1,55
equiv.) e solucdo de 2,6 M de n-BuLi em hexano (0,15 mL, 0,38 mmol;
1,42 equiv.). Apbs 2 h de agitacdo a -78 °C, agua destilada foi
adicionada (10 pL; 0,59 mmol; 2,2 equiv) e a temperatura elevada a 0
°C para a adicdo de CuCl (0,0026 g; 0,027 mmol, 0,1 equiv.),
NH,OH.HCI (0,019 g; 0,27 mmol; 1 equiv.) e 2 mL de solucdo aquosa
30 % n-BuNH,. A mistura reacional foi submetida a agitagio a0 °C e 0
intermediario haloalcino 108 (0,050 g; 0,27 mmol; 1 equiv.) em solucéao
de CH,Cl,:MeOH (1,1, v/v) (1 mL) foi adicionado lentamente via
canula e volume completado com 1 mL de CH,Cl,:MeOH (1,1, viv).
Ap6s 90 minutos de agitacdo, 5 mL de solucdo aquosa 10 % de NaCN
foi adicionado e a fase aquosa foi extraida com Et,0O (3 x 15 mL). As
fases organicas foram combinadas e lavadas com 30 mL de solucéo
saturada de NaCl, seca som MgSO,, filtrada e o solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a 25 °C. A purificagdo por
coluna cromatografica de silica gel utilizando uma mistura de hexano:
acetato de etila (70:30, v/v) como eluente forneceu 0,004 g (10%) de 87
como um s6lido de coloragdo amarelada.

Rota Il:

= OH = OH
= Z
H 111 = 87
F.M. = C10H100
P.M. = 146,18 g/mol

A um baldo de 25 mL equipado com barra magnética e sob atmosfera
inerte foram adicionados 3 mL da solucdo aquosa 30% n-BuNH, e CuCl
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(0,028 g; 0,277 mmol; 0,1 equiv.). A solucdo de coloracdo azul foi
resfriada a 0 °C para a adi¢do de NH,OH.HCI (0,192 g; 2,77 mmol; 1
equiv.) que mudou a coloragio da mistura para incolor
instantaneamente. O intermediario alcino terminal 111 (0,300 g; 2,77
mmol; 1 equiv.) em solu¢do de CH,Cl,;:MeOH (1:1, v/iv) (3 mL) foi
adicionado gota a gota, seguido da adi¢do gota a gota da solugéo
CH,CI;:MeOH (1:1, v/v) (3 mL) de iodopropino 112 (0,922 g; 5,55
mmol; 2 equiv.) via canula [as canulas fora lavadas com a mistura de
solventes CH,Cl,:MeOH (1:1, v/v) (3x 1 mL, cada)]. Apds 3 horas de
agitacdo a 0°C, 10 mL de solugdo aquosa saturada de NH,CI foram
adicionados e a fase aquosa foi extraida CH,Cl, (3 x 40 mL) e as fases
organicas foram combinadas e lavadas com 50 mL de solucgdo saturada
de NaCl, seca som MgSQ,, filtrada e o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida em evaporador rotatério a 50 °C. A purificacdo por
coluna cromatogréfica de silica gel utilizando como eluente a mistura de
solventes hexano: acetato de etila (60:40, v/v) como eluente forneceu
0,332 g (82%) de 87 como um sélido de coloragdo amarelado.

Rf : 0,38 [hexano:acetato de etila (70:30, v/v)]

p.f.: 72 - 73 °C (lit.: 72 °C)*

IV (filme): 3291, 2925, 2361, 2220, 1653, 1062, 667 cm™

RMN de *H (400 MHz; CDCl5): 8 3,73 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 2,42 (t, J =
6,9 Hz, 2H), 1,95 (s, 3H), 1,78 (g, J = 6,2 Hz, 2H)

RMN de *C (100 MHz, CDCls) § 78,0; 75,0; 66,1; 64,9; 61.3; 60,7;
59,5; 30,7; 15,9; 4,5

ESI-MS m/z (modo positivo): z [M+H]": calculado para CioH;0O
147,0804; obtido 147,0803

Dados espectroscopicos estdo de acordo com o reportado da literatura. **
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1-lodoprop-1-ino (113)*

-, —

113
F.M. = C3H;|
P.M. = 165,96 g/mol

A um baldo de 1 L com trés bocas equipado com barra magnética, funil
de adicdo, termOmetro interno e sob atmosfera de argénio foram
adicionados o reagente comercial 1-bromo-1-propeno (mistura de
isdbmeros) (10,6 ml; 15,0 g; 124 mmol; 1,0 equiv.), 150 mL de THF e a
solucdo foi resfriada a -78 °C. A mistura reacional foi submetida a
agitacdo, enquanto a solucdo 2,6 M de n-BuLi em hexano (93,7 mL, 248
mmol, 2.0 equiv) foi adicionada lentamente através do funil de adicdo e
ap6s 2 horas de agitagdo a -75°C (temperatura interna), 80 mL de
solucdo de I, (34,7 g, 137 mmol, 1,1 equiv.) em THF foram adicionados
via canula e a mistura reacional foi agitada por 10 minutos a -78 °C. A
temperatura foi elevada para 0°C e apds 30 min de agitacdo a 0°C, 125
mL de solucdo aquosa saturada de Na,S,0; em 4gua deionizada foi
adicionada via funil de adicdo. A fase aquosa foi extraida com pentano
(3 x 50 mL). As fases organicas foram combinadas e lavadas com 100
mL de solucdo saturada de NaCl, seca som MgSQO,, filtrada e o solvente
foi removido por meio de destilagdo fracionada com temperatura do
banho a 95 °C até o volume de 50 mL. A solugdo remanescente foi
destilada novamente utilizando o tridngulo de Perkin (temperatura
banho 50 °C e 250 mmHg) e o baldo receptor resfriado a -78 °C. Um
nova destilacdo fracionada foi realizada para retirada de solventes
remanescentes com temperatura de banho a 50 °C e 250 mmHg, seguido
do aumento da temperatura para 90 °C. Uma fracdo de 15 mL (p.e 20-35
°C, 100 mmHg) e a fracdo principal contendo 10 mL do produto
desejado 113 (p.e. 35-57 °C, 100 mmHg) foram coletadas. 1-
iodopropino 113 foi obtido como um 6leo incolor com 76% (15,54 g) de
rendimento.

Rf : 0,50 [hexano:acetato de etila (90:10, v/v)]

IV (filme): 2965, 2980, 2934, 229347, 1403, 1012,667,3 cm™

RMN de *H (500 MHz; CDCly): § 2,01 (s)

RMN de **C (125 MHz, CDCls) § 90,0; 6,0; -8,3

ESI-MS m/z (modo positivo): [M+H]": calculado para CsHsl 166,9352;
obtido 166,9350
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Deca-4,6,8-triin-1-al (116)™°

= OH
_ =z P Z H
= 87 = 116
~ Z
F.M. = C10H80
P.M. = 144,16 g/mol

A um baldo de 25 mL com duas bocas equipado com barra magnética e
condensador de refluxo foram adicionados o &lcool 87 (0,200 g; 1,37
mmol, 1 equiv.), o reagente IBX (1,19 g; 4,10 mmol; 3 equiv.) e 10 mL
de CH3;CN. A mistura reacional foi submetida a agitacdo a temperatura
de refluxo (=80 °C). Apds 2 horas sob refluxo, a mistura reacional foi
filtrada em um funil de placa sinterizada contendo silica gel e eluido
com 100 mL da mistura de solventes hexano: acetato de etila (50:50,
v/v). O filtrado foi concentrado em evaporador rotatério (20 mmHg, 25
°C) e purificado por coluna cromatografica de silica gel utilizando como
eluente a mistura de solventes hexano:acetato de etila (80:20, v/v) como
eluente e forneceu 0,170 g (86%) de 116 como um sélido amorfo de
coloragdo branca.

Rf: 0,75 [hexano:acetato de etila (80:20, v/v)]

p.f:74-75°C

1V (filme): 2361, 2340. 1718, 1559, 668

RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) § 9.79 (s, 1H), 2.74 (dd, J=8,03; 7,03
Hz, 2H), , 2.61 (dd, J= 8,03; 7,03 Hz, 2H), 1.96 (s, 3H).

RMN de **C (125 MHz, CDCI3) & 199.5; 76,6; 75,7; 66,7; 64,9; 61,4;
59,5;42,1;12,7; 4,7
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R-(+)-5-octa-2,4,6-triinil-furan-2(5H)-ona (31)

(0]
? O

— H o) X
= o /éoHﬁHﬁ X
/ / U \
Z 116 =z NH 31 S

A um baldo de 25 mL equipado com barra magnética e sob atmosfera de
nitrogénio foram adicionados o reagente comercial nitrosobenzeno
(0,030 g, 0,289 mmol, 1 equiv.), o aldeido 116 (0,050 g; 0,347 mmol;
1,2 equiv.) e 5 mL de CH3CN. A solucgdo foi submetida a agitacdo e L-
prolina (0,013 g; 40mol%) foi adicionada. A mistura foi mantida a
temperatura ambiente, sendo evidenciada a mudanga de colaracdo
(verde-marrom) nos primeiros 30 minutos da reacdo. Ap6s 24 horas de
reacdo, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida em evaporador
rotatério a temperatura ambiente levando a obtencdo de um éleo de cor
marrom escuro, o qual foi diluido em 3 mL de THF seco e mantido em
atmosfera inerte para a segunda etapa da reacéao (cis-olefinacéao).

Em outro baldo de 25 mL com duas bocas equipado com barra
magnética e sob atmosfera de nitrogénio foram adicionados LiCl (0,029
g; 0,694 mmol; 2 equiv.), etil[bis(2,2,2-trifluoroetoxi)fosfonil]acetato
(0,172 g; 0,520 mmol; 1,5 equiv.) e 5 mL de THF seco. Esta mistura foi
agitada por 15 minutos a temperatura ambiente, seguido do resfriamento
a 0°C para a adigdo de DBU (0,105 g; 0,694 mmol; 2 equiv.). Apds 30
minutos sob agitacdo, a temperatura foi resfriada para -78 °C para a
adicdo da solucdo contendo o produto da primeira etapa da reacdo. A
mistura foi mantida a -78 °C por 2 horas, seguindo o restante de 22
horas a temperatura ambiente. Na sequéncia, Cu(OAc), (0,019 g, 30
mol%) e MeOH em excesso foram adicionados e a mistura foi agitada
por 24 horas a temperatura ambiente. Ao final, 10 mL de solucéo aquosa
saturada de NH,CI foram adicionados e a fase aquosa foi extraida com
AcOEt (3 x 30 mL). As fases organicas foram combinadas e lavadas
com 50 mL de solucéo saturada de NaCl, seca som MgSQy, filtrada e o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a
50 °C. Na analise por CCD, o produto reacional bruto apresentou-se
como uma mistura complexa de pelo menos 7 produtos. Ndo foi
possivel identificar o produto desejado 31 apds a purificagdo por coluna
cromatogréfica de silica gel utilizando como eluente a mistura de
solventes hexano: acetato de etila (80:20, v/v).
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CAPITULO III

Semissintese de derivados do triterpeno
lupeol e avaliacdo da atividade antileishmania
e antitripanossoma
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CAPITULDO Il - Semissintese de derivados do triterpeno lupeol
e avaliacdo da atividade antileishmania e antitripanossoma

3.1. Apresentacéo do capitulo

Neste capitulo serdo apresentados os dados referentes ao
isolamento cromatografico do produto natural lupeol 8 das folhas e
flores de Vernonia scorpioides e as reagfes quimicas de modificacdo
molecular no esqueleto triterpénico. Os derivados semissintéticos
obtidos foram avaliados com relacdo ao potencial antiparasitario frente
as amastigotas dos parasitos Leishmania amazonensis e Trypanosoma
cruzi, cujos ensaios biolégicos foram desenvolvidos pela Dra. Milene
H.de Moraes no Laboratério de Protozoologia da Universidade Federal
de Santa Catarina sob supervisdo do Prof. Dr. Mario Steindel.

3.2. Introducéo

Lup-20(29)-en-3p-ol (8), também conhecido como fagarasterol
ou monoginol, é um triterpeno com esqueleto do tipo lupano,
estruturalmente composto por quatro ciclos de seis membros (A,B,C,D),
um ciclo de cinco membro (E), apenas uma posi¢do oxigenada (C3) e a
presenga da dupla ligacdo exociclica no grupamento isopropilideno.
(Figura 18).***

A) B)

//29

30 20%

Figura 18. Estrutura quimica de lupeol 8: A) representacdo planar B)
representacéo tridimensional na conformagdo com energia minimizada.
(Software Chem3D, versao 12.0.2.1076, CambridgeSoft)

De maneira geral, a biossintese dos triterpenos provém do
esqualeno 137, o triterpeno mais simples de cadeia linear, que por sua
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vez é formado por duas moléculas de farnesil difosfato (Cys) 136
sintetizadas a partir de 3 unidades isoprénicas 135 (Esquema 41). Apo6s
a formacdo do 2,3-epoxiesqualeno 138, este sofre uma série de
ciclizagdes e rearranjos em virtude da abertura do epdxido, fato que leva
a migracdo de metila ou hidreto mediados por enzimas podendo formar
os diferentes nicleos de triterpenos ja descritos na literatura.*”®

acido mevalbnico deoxixilulose fosfato

\ /
P N S N

133 134 135
dimetilalila difosfato de isopreno
fosfato isopentenila

X 3 (cabega-cauda)

Mopp

136
farnesil difosfato (Cq5)

X 2 (cauda-cauda)

0,
NN Ao NADPH
137
esqualeno (Cjp) O 138
2,3-epoxiesqualeno
ciclizagdes

rearranjos

Esquema 41. Biossintese de triterpenos.

Assim como em V. scorpioides, lupeol 8 esta presente em
diversas fontes naturais, muitas delas comestiveis. Estima-se que em
nossa dieta alimentar cerca de 250 mg de triterpenos sdo consumidos
diariamente e este valor pode chegar a 400 mg/kg/dia em paises do
Mediterraneo.'®® A abundancia deve-se ao fato de que lupeol esta
presente em diversos vegetais e frutas, como, por exemplo, tomate,
manga, azeitona, uva, soja e cenoura. A ingestdo didria de lupeol é um
indicativo da baixa ou inexistente toxicidade desta substancia, fato que
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foi comprovado em estudos in vivo que doses administradas v.o de 2
g/kg em ratos e camundongos ndo causaram efeitos adversos e nem
mortalidade nos animais apds 76 horas da administracdo.’?” A auséncia
de efeitos toxicos também pode ser observada quando lupeol foi
aplicado topicamente na dose de 80 mg/kg, 3 vezes ao dia por 28 dias
em camundongos.*?®

A possivel aplicagdo terapéutica do lupeol 8 é amplamente
investigada e destacam-se 0s provaveis beneficios do mesmo para o
tratamento do cancer, artrite, diabetes, infeccdes microbianas, doencas
cardiovasculares, diabetes, inflamag¢Ges, sendo que para muitas destas
patologlas ja foram estudados os alvos moleculares nos quais o lupeol
atua.”™ Alguns estudos avancaram para a fase clinica, como por
exemplo, a avaliacdo da atividade antitumoral em cachorros com
melanoma metastatico. Neste estudo lupeol foi administrado nas doses
de 0,75 a 1,5 mg em injecdes mtratumorals em 7 animais doentes e
apresentou eficacia em 6 casos."® Adicionalmente, a pratica de
quimioprevencgdo com o uso continuo de lupeol é relatada para algumas
doencas, especialmente o cancer.™*

Poucos estudos relatam a atividade antiparasitaria do lupeol. Os
resultados mais promissores foram observados para a inibicdo de
Plasmodium falciparum com uma Cls, de 15 u%/mL por meio do
bloqueio da invasdo do parasito nos eritrcitos.*® Porém, o possivel
mecanismo de acdo identificado neste estudo revelou a alteracdo da
forma da membrana da célula hospedeira, fato que inviabilizou o avanco
dos estudos.™®* Com relacdo aos protozoarios tripanossonomatideos
(Leishmania sp. e Trypanosoma sp), os dados disponiveis reportam uma
atividade fraca (Clso = 100 pg/mL)."*

Considerando a complexidade estrutural do triterpeno lupeol 8,
levou-se certo tempo para que a sintese total do mesmo pudesse ser
concluida. Os estudos visando a sintese total de lupeol iniciaram-se
1971 com o grupo de Gilbert Stork. No entanto, ap6s 37 etapas
sintéticas, e sem contar com avancos da catalise assimétrica, o grupo de
Stork obteve lupeol na forma epimérica com 2% de rendimento
global.** Somente em 2009, o grupo de Elias J. Corey propds uma
sintese enantiosseletiva eficiente em 14 etapas com 5% de rendimento
global, a partir de acetato de 2,3-epoxifarnesil."*’
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3.2.1. Derivados semissintéticos do lupeol

Em virtude da abundancia do lupeol 8 em fontes naturais e da
complexa sintese total do mesmo, a estratégia semissintética mostra-se
vantajosa, uma vez que utiliza a arquitetura molecular
enantiomericamente pura do lupeol para obter analogos com
caracteristicas fisico-quimica e bioldgica melhoradas. Baseada nesta
estratégia, a grande maioria dos trabalhos de semissintese de derivados
do lupeol 8 concentra-se na interconversdo do grupo funcional (FGI, do
inglés Functional Group Interconversation) na posicdo C3,
principalmente com reacdes de esterificacdo, oxidacdo e O-glicosilacéo.

Papi Reddy e colaboradores sintetizaram uma série de derivados
ésteres de lupeol com atividade anti-hiperglicémica e antidislipidémica,
a partir da reacdo de 4cidos carboxilicos com lupeol na presenca de N-
N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
(Esquema 42)."*® Dentre os derivados sintetizados o derivado nicotinico
139 foi 0 mais potente anti-hiperglicémico, seguido do derivado 140, em
modelo de estudo de ratos diabéticos induzidos com estreptomicina.

(0]

L Derivados
R~ “OH DCC, DMAP

(100 mg/kg)

% atividade antihiperglicémica
5h

CH,Cl,, ta.,4h 139 -18,3 -25,0

140 -20,5 -18,2

141 134 157

142 -8,21 -10,4

S NG b Metformina

7 7 N m @ (100 mg/kg) 235 26,5
SN N SN SN
139 140 141 142

Esquema 42. Semissintese de ésteres de lupeol em C3 com atividade
antihiperglicémica e antidislipidémica.

Os autores observaram que 0 aumento da extensdo da cadeia
alquila dos derivados ésteres entre o grupamento carbonila e o anel
piridina levava a diminuico da atividade (141-142). O derivado 139, na
dose de 50 mg/kg, também apresentou os melhores percentuais nos
pardmetros avaliados para atividade antidislipidémica, proporcionando a
diminuicdo de 40% nos niveis de triglicerideos, 30% glicerol e 24%
colest?3gol, inclusive elevando em 5% os niveis plasméticos de colesterol
HDL.

Ainda utilizando a hidroxila em C3 como ponto reativo da
molécula, Bhandari e colaboradores™ descreveram a semissintese de
derivados inddlicos 143-149 e pirazinicos 150 a partir de lupenona 9,
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conforme rota sintética apresentada abaixo (Esquema 43). Os derivados
hetererociclicos (143-145, 148 e 149) apresentaram atividade anti-
inflamatdria significativa pela inibicdo da liberagdo de Oxido nitrico
(NO) em células de macréfagos murinos (RAW 264.7 e J774A.1), com
valores de Clsg abaixo do inibidor seletivo de sintase de NO (L-NAME :
RAW 264.7 = 69,21 uM e J774A.1 = 73,18 UM ). No entanto, foram
inibidores moderados das citocinas pré-inflamatérias como o fato de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (29-42%) e IL-1p (10-22%).

143 = p-CH,
H 144 = 2,5-CH,
@N—NHZ 145 = 2-CH,CH,
146 = p-F
AcOH , refluxo 1:; f z-g:‘
149 = p-I
0 p
o
H.N [ ] . Inibigdo NO (Clso uM)
2NH Derivado| RAW 264.7  J774A.1
S, refluxo 4 143 27,8 28,6
144 | 259 232
145 | 30,6 28,6
148 | 23,9 18,4
149 | 22,6 25,2
150 | 22,4 324

Esquema 43. Semissintese de derivados indolicos e pirazinicos de
lupeol com atividade anti-inflamatdria.

A sintese de derivados glicosideos de lupeol, exclusivamente na
posicdo C3, também é descrita na literatura, principalmente via reacéo
com imidatos glicosidicos (Esquema 44). O nUmero de unidades
monossacaridicas parece influenciar na atividade citotéxica in vitro,
visto que o derivado monossacaridico D-manosideo 152 apresentou
valores de Cls entre 26,2 e 45,1 uM dentre as 7 linhagens tumorais
avaliadas,**® assim como o derivado O-glicosidico 155 foi citotoxico em
linhagem celular A549 com Cls, de 14 UM e o derivado D-arabinose
156 com CI de 28 uM na mesma linhagem.'*! No entanto os derivados
trissacarideos de lupeol 153 e 154 n&o foram citot6xicos. >4
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Esquema 44. Semissintese de glicosideos de lupeol.

Além das modificagdes estruturais em C3 no esqueleto de lupeol
8 apresentadas anteriormente, sdo poucos 0s estudos que avaliam a
influéncia da dupla ligacdo exociclica do esqueleto triterpénico na
bioatividade dessa substincia, assim como também derivados
semissintéticos com variacdes no grupamento isopropilideno. Nesta
perspectiva, Li e colaboradores'® avaliaram a atividade citotéxica de
ésteres dicarboxilicos substituidos em C3 de lupeol, sendo que os
mesmos derivados foram sintetizados também com produto natural
lupanol 157, o qual ndo possui a insaturacdo exocilica. O derivados de
lupeol 8 mostram-se mais citotoxicos que os derivados de lupanol 157,
indicando que a dupla terminal em C20 e C30 € importante para
atividade citotoxica em Iinhagens de células tumorais A549, LAC,
HepG2 e HeLa (Esquema 45).'*
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Esquema 45. Influéncia da dupla ligacdo exociclica na atividade
citotoxica de ésteres de lupeol.

A dupla ligacdo de lupeol também foi importante para a inibigdo
da fusdo celular do virus HIV, uma vez que na concentragdo 5 UM o
derivado epoxido 165 foi menos ativo que o andlogo com a dupla
ligacdo exociclica 7. Os autores observaram que a introducdo de uma
fungéo carbonila na posicdo a a dupla ligagdo, por meio da oxidacdo
com SeO,, resultou em derivados mais ativos (163 e 164). A presenca
do grupamento acetila em C3 é essencial para a atividade antiviral, visto
que o lupeol 8 foi inativo, assim como a lupanona 9 (Esquema 46).***
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AcO” ™

AcO” >

AcO”

Reagentes e condigdes: a) Ac,0, piridina, DMAP; b) Reagente de Jones;
¢) mCPBA, NaHCO3; CH,Cl,; d)NH,OH.HCI, NaOAc, EtOH/H,0; e) SeO, EtOH

Esquema 46. Derivados de lupeol com modificagdes no grupo
isopropilideno com atividade antiviral.

Em outra abordagem, desta vez com a sintese de derivados do
lupeol 8 contendo heterociclos no grupamento isopropilideno, Khan e
colaboradores'* descreveram a preparacéo de derivados com potencial
antidiabético por meio da estimulagdo da receptacdo de glicose em
células musculares esqueléticas L6 (Esquema 47). Os derivados
heterociclicos foram sintetizados por diferentes metodologias a partir
dos derivados aldeidos 162/164. No geral, as estruturas heterociclos no
grupamento isopropilideno ndo contribuiram para a atividade desejada,
enquanto que o intermediario aldeido 164 (Clsy = 4,2 uM) foi mais
ativo que o farmaco rosiglitazona (Clso = 4,8 uM). A relagéo estrutura-
atividade dos derivados demonstrou que a presencga de carbonilas o,f3-
insaturadas na posicdo alilica a dupla ligacdo sdo essenciais para a
atividade.
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Reagentes e condi¢des: a) NH;NH,.H,0, 10 % KOH, EtOH, t.a., 4 h; b)DMAP, RCOOH, CH,Cl; t.a., 6-8h;
c) Reagente de Grubbs I, CH,Cly, Ti(O'Pr),, 35 °C, 48 h; d) haleto de bromo, CH,Cl,, K,CO3 0°C -ta., 2 h;
e) FeCl; alcool benzilico, DCE, 70 °C, 2 h; NH,OH.HCI, EtOH, t.a., 1 h; NaBH, EtOH, 0°C,2h

Esquema 47. Semissintese de heterociclicos de lupeol no grupamento
isopropilideno.

Mediante a revisdo dos trabalhos descritos na literatura referentes
a obtencdo de derivados semissintéticos do lupeol 8, foi possivel
constatar que a posicdo C3 é a mais explorada, embora com poucas
variacdes nas abordagens sintéticas. J& modificacdes moleculares em
outras posicbes da estrutura, como por exemplo, no grupamento
isopropilideno, s&o menos frequentes, porém observa-se um aumento
nas publicagcbes nos Ultimos anos, principalmente em transformacdes
com heterociclos. Ndo foram encontrados trabalhos de semissintese de
derivados de lupeol 8 visando a obtencdo de compostos com atividade
antiparasitaria, especialmente frente aos parasitos tripanossomatideos
Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi.
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3.2.2. Doencas Tropicais Negligenciadas

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde,**® as doencas
tropicais negligenciadas (DTNs) séo caracterizadas por patologias de
origem infecciosas com ocorréncia predominante ou exclusiva nas
regides dos trépicos, ou seja, em torno da linha do Equador e entre os
trépicos de Cancer e Capricornio.

Inicialmente, durante o periodo de colonizagdo eram definidas
como “patologias exoéticas”. A denominagdo DTNs ja foi tema de muita
discussdo na comunidade cientifica, visto que alguns pesquisadores
posicionaram-se contrarios a ideia que as doencas poderiam ser
unicamente determinadas pelo clima e que tal descrigdo compromete o
desenvolvimento socioecondmico em virtude da vulnerabilidade da
regido. O fato € que as peculiaridades climaticas e ambientais da regido
tropical, como a elevada umidade e temperatura, tem grande influéncia
na ocorréncia destas doencas, embora a disseminacdo seja em escala
global.**’

Atualmente, 17 doengas estdo classificadas como DTNs e
acometem mais de um bilh&o de pessoas em todo o mundo, embora seja
predominante em poEuIac;Ges em condicbes vulneraveis e de extrema
pobreza (Tabela 2).**° Por se tratar de populacdes de poucos recursos, o
investimento em pesquisa e desenvolvimento (P&D) para a busca de
novos medicamentos eficientes, testes diagnosticos, vacinas e
alternativas de controle e prevencao é irrisorio quando comparado com
outras doencas. Nesse sentido, o termo “negligenciado” adequa-se ao
contexto destas doencas.



Tabela 2. Classificagdo das DTNS e seus respectivos agentes

etioldgicos.
Doenca Agente etiolégico
Dengue Virus dengue
Hidrofobia (raiva) Virus Rabies virus
Tracoma Parasito Chlamydia trachomatis

Ulcera de Buruli

Treponematoses endémicas
(bouba, sifilis endémica

€ purupuru)

Hanseniase

Doenca de Chagas
(tripanossomiase americana)
Doenga do sono
(tripanossomiase humana)
Leishmaniose

Cisticercose
Dracucunliase
(infecgdo pelo verme
da Guiné)
Equinococose
InfecgBes alimentares
por trematodeos

Filariose linfatica

Oncocercose

(cegueira dos rios)
Esquistossomose
(bilharziose)
Helmintiases transmitidas
pelo solo (HTS)

Bactéria Mycobacterium
ulcerans
Bactéria Treponema spp.

Bactéria Mycobacterium leprae
Protozoario Trypanossoma cruzi

Protozoario Trypanossoma
brucei sp.
Protozoéario Leishmania spp.

Helminto Taenia solium
Verme parasita Dracunculus
medinensis

Echinococcus spp.

Trematodeos Clonorchis spp.,
Opisthorchis spp., Fasciola
spp., Paragonimus spp.
Nematdide Wuchereria
bancrofti, Brugia malayi,
Brugia timori

Nematdide Onchocerca valvulus

Helminto Schistosoma sp.

Helmintos Ancylostoma
duodenale; Necator
Americanus; Ascaris
lumbricoides, Trichuris
trichiura

123
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O impacto das DTNs nas sociedades afetadas e na humanidade
como um todo, é incalculavel. Além da alta taxa de mortalidade, as
enfermidades levam a incapacidade e muito sofrimento, comprometendo
0 desenvolvimento social e econdmico. Apesar do conhecimento
centenario das DTNs, somente nas ultimas décadas, intensificaram-se os
esforcos de organizagfes governamentais e institucionais, assim como
parcerias publico-privadas, em agdes para solucionar essa questdo de
salde publica mundial. Entre os exemplos de parceria publico-privada
estdo alguns acordos entre OMS e industrias farmacéuticas no
fornecimento de medicamentos, podendo-se citar o fornecimento de 400
milhGes de comprimidos de albendazol por ano pela empresa
GlaxoSmithKline (GSK) para o tratamento de criangas com parasitos
intestinais.*®

No entanto, a P&D de novas terapias, testes de diagnosticos e
estratégias de prevencdo sdo os grandes desafios a serem superados. No
periodo entre 2000 e 2011, das 850 terapias aprovadas (medicamentos,
novas formulagbes e produtos biologicos), somente 37 (4%)
apresentavam indicagdo para DTNs. Somente 4 destes medicamentos
aprovados eram novas entidades quimicas, sendo 0os mesmos indicados
para malaria (3) e diarréia (1), nimero que representa 1% dos
medicamentos aprovados naquele periodo.**

A Declaragdo de Londres, aprovada pela OMS em 2012,
determina algumas medidas para erradicar, eliminar e intensificar o
controle das principais DTNs até o final desta década, contando com
parcerias de alguns governos, industrias e fundacdes filantrépicas. Uma
destas medidas envolve o avan¢o na P&D para o descobrimento de
NOVOs compostos para o tratamento e intervencdo nas DTNs. ™

Inserida nesse contexto, a organizagdo internacional sem fins
lucrativos “iniciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas”
(DND:i, do inglés Drugs for Neglected Disease initiative) tem atuado
ativamente na promocdo desta medida por meio da conexdo entre
institutos de pesquisa, indUstria, paises desenvolvidos e as necessidades
da populacéo nas regides de risco.**> Em 10 anos de atuagdo, a DNDi ja
contribuiu para a pesquisa de 6 novos tratamentos para as doengas
malaria, doenga do sono, leishmaniose visceral e doenga de Chagas.*

Dentre as DTNs citadas na Tabela 2, a leishmaniose e a doenca
de Chagas merecem significativa importancia mundial, sobretudo no
Brasil. Juntas estas patologias levaram a ébito 61.394 brasileiros no
periodo de 2000 a 2011, sendo a doenca de Chagas responsavel pela
maioria (95,9%)."® As leishmanioses cutdnea e monocutinea S&0
consideradas pelo Ministério da Salide como uma das mais importantes
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doencas dermatoldgicas, tendo em vista as deformidades que podem
causar.”® Nesse sentido, tais parasitoses serdo discutidas com maior
detalhe neste trabalho em virtude do direcionamento da busca por

substancias ativas para o tratamento das mesmas.

3.2.3. Leishmanioses

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecciosas
causadas por mais de 20 diferentes espécies de parasitos do género
Leishmania spp (Familia Trypanosomatidae). Manifesta-se clinicamente
de diferentes formas, conforme o parasito, sendo as mais comuns:
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose monocutanea (LMC) e
leishmaniose visceral ou calazar (LV). De maneira geral, os principais
sintomas na LC sdo lesdes na pele em regifes expostas, normalmente
ulcerosas; ja na LMC as lesfes sdo severas e desfigurantes, localizando-
se nas mucosas do nariz, boca e faringe. Na LV, o parasito infecta o
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro mamifero, afetando
principalmente o baco, figado, medula éssea e tecidos linfoides.™*

Os protozoarios Leishmania spp. sdo parasitos intracelulares
obrigatérios e durante seu ciclo de vida circulam entre dois hospedeiros
distintos: insetos flebotomineos da familia Psycholidae pertencentes aos
géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomia (Novo Mundo) e
hospedeiros mamiferos (homem e animais silvestres e/ou domésticos).
Quando no vetor flebotomineo, a forma evolutiva presente é flagelada
promastigota e reproduz-se binariamente no tubo digestivo do inseto. Ja
no hospedeiro mamifero, a forma encontrada é amastigota (ndo
flagelada) e origina-se a partir da diferenciagdo das formas
promastigostas regurgitadas pelos insetos e fagocitadas pelos
macréfagos do hospedeiro.™®

A infeccdo por Leishmania spp. ocorre quando um inseto (fémea)
infectado pica o mamifero e regurgita as formas promastigotas sobre a
pele lesionada. Estas formas sdo fagocitadas por macrofagos e
diferenciam-se para as formas amastigotas, as quais multiplicam-se e
infectam novos macréfagos. Um inseto ndo infectado adquire o parasito
ao se alimentar do sangue de um mamifero infectado, por meio da
ingestdo das amastigotas. Cabe destacar que alguns animais silvestres
(preguica, gamba, roedores) e domésticos (gatos, cdes, cavalos) também
sdo infectados com Leishmania spp. pelos mesmos vetores e constituem
0s chamados repositorios ou reservatérios do parasito, garantindo a
circulacdo do protozoario na natureza.
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Anualmente sdo reportados mais de um milh&o de novos casos e
estima-se que 350 milhdes de pessoas estdo vivendo em situacdo de
risco em 98 paises nos quais as leishmanioses sdo endémicas. O Brasil
faz parte desta estatistica, sendo que no periodo de 2000 a 2013 foram
registrados anualmente a média de 24.694 casos de LC no territorio
nacional, enquanto com LV foram registrados 3.454 casos/ano).**?> O
perfil epidemiolégico da LV é ciclico, com elevacdo de casos a cada 5
anos em média, e a letalidade apresenta-se em crescimento progressivo
(3,2% em 2000 e 7,1% em 2013). A regido nordeste registrou 53,6 % do
total de casos de LV no pais.’®* Como pode ser observado na Figura 19,
para ambas as leishmanioses (LC e LV), 0 nosso pais apresenta a maior
incidéncia de novos casos de acordo com a categorizagdo por cores no
mapa (marrom escuro): LC maior que 5 mil novos casos (A) e LV maior
que 1 mil novos casos (B).**®

A

i
-
-
-
m

Figura 19. Regides endémicas em LC (A) e LV (B) em 2015, *%®
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O arsenal terapéutico disponivel para o0 tratamento das
leishmanioses ainda é limitado e apresenta alguns inconvenientes, como
toxicidade, baixa eficicia, duracdo do tratamento, dificuldades na
administragdo, custo e o surgimento de cepas resistentes (Tabela 3,
Figura 20)."*°

Tabela 3.Tratamentos disponiveis para leishmanioses

*
Farmaco Eficacia | Vantagens LimitacOes Custo
Anfotericina B > 95% Efetivo em | -hospitalizacéo; ~ $100
174) cepas -pode levar ao
resistentes & | desenvolvimento
antimoniais de miocardites,
pentavalentes hipocalemia,
toxicidade renal e
reagBes no local da
infusdo.
Anfotericina B | ~ 100% Efetivo  com | -alto custo; $280
lipossomal baixo perfil de | -febore e  rubor
toxicidade durante a infusdo
Mitelfosina 94 -97% | -primeiro -altamente  toxica | ~$70
(175) tratamento oral | (figado e rins);
efetivo em LC | -complicacGes
eLV; gastrointestinais;
-alta poténcia -teratogénico
Paromomicina 95% -baixo custo -altamente $10
(176) (India); hepatotdxico;
46 — 85% -ototoxicidade
(Africa) reversivel;
-dor no local da
injecdo;
Pentamidina 70-80% | -uso em baixa | -toxicidade renal; ~$100
a77) dosagem na | -Miocardite;
combinagao -febre;
com outras | Hipoglicemia e
terapias hipotenséo;
-diabetes insulino-
dependente  como
efeito adverso
irreverssivel
Antimoniais 35-95% | -pode ser usado | -hospitalizacéo; $50-70
pentavalentes em combinacéo | -resisténcia >60 %
(178, 179) com na india;
anfotericina B | -complicagcbes no
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em gravidas e | sistema cardiaco;
idosos -alta toxicidade em
pacientes
Soropositivos

*Custo do tratamento estimado em délares. Fonte: adapatado™®

OH OH
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pentamidina estibogluconato de sédio anti iato N-metil gl ina
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Figura 20. Estruturas quimicas dos farmacos utilizados para o
tratamento das leishmanioses citados na Tabela 3.

Com excecéo de miltefosina 175, os outros medicamentos foram
lancados h& mais de 50 anos no mercado. Os antimoniais pentavalentes
(estiboglucanato de sddio 178 e antimoniato de N-metil glucamina 179)
sdo o tratamento de primeira escolha tanto para LC quanto LV, seguido
da segunda escolha anfotericina B 174 e pentamidina 177. Para a
escolha do tratamento mais apropriado, faz-se necessaria a identificacdo
da espécie do parasito Leishmania sp., fato este que depende do correto
diagnéstico, de preferéncia nos estagios iniciais da doenca.’®® No Brasil,
0s medicamentos antimoniato de N-metil glucamina 179, anfotericina B
174 (nas apresentacOes desoxicolato e lipossomal) sdo disponibilizados
gratuitamente na rede de servicos do Sistema Unico de Satde (SUS)
para o tratamento de LV.'®!

Grandes avangos foram realizados nas Ultimas décadas no
entendimento da estrutura molecular dos parasitos, identificando
possiveis alvos para o desenvolvimento de novas terapias. A
imunoterapia, no caso a vacina, seria o tratamento ideal para as areas
endémicas, no entanto o variado nimero de espécies de protozoario e as
peculiaridades das diferentes regifes afetadas dificultam o processo de
desenvolvimento.”® Atualmente, esta disponivel no mercado nacional
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uma vacina contra LV canina, mas a vacinagdo em massa nao € adotada
como medida de controle de reservatérios pelo Ministério da Satde.'®?

Nesse sentido, torna-se imprescindivel e urgente a busca por
novas entidades quimicas que representem uma alternativa eficiente
para o tratamento deste numero expressivo de pessoas infectadas e
comprometidas pela doenca.

3.2.4. Doenca de Chagas

Descoberta em 1909 pelo médico sanitarista brasileiro Carlos
Justiniano Ribeiro Chagas, a tripanossomiase americana ou doenca de
Chagas, mostra-se prevalente no continente americano. Conforme
observado na Figura 21, a América Latina € uma das regides mais
afetadas e com transmissdo vetorial da doenca. Estima-se que 70
milhGes de pessoas estejam em situacdo eminente de infectar-se e 5,7
milhdes ja estdo infectadas em 21 paises da América Latina, somado a
outros 6 milhdes no mundo. Considerada a doenca parasitaria mais letal
nas {A&méricas, a doenca de Chagas causa o 6bito 7.000 pessoas por
ano.

No officially estimated cases

Figura 21. Distribui¢do de casos de infec¢do por T. cruzi e a presenca
do vetor, segundo estimativas oficiais de 2006-2009.'%®

A parasitose tem como agente etiolégico o protozoario
Trypanosoma cruzi (familia Trypanosomatidae), o qual é transmitido
por insetos das espécies Triatoma infestans, Rhodnius prolixux e
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Panstrongylus megistus, conhecidos popularmente como barbeiros. O
nome popular do vetor deve-se a preferéncia do mesmo pela regido da
face para sua alimentacio hemat6faga em mamiferos.'®*

O ciclo de vida de T. cruzi envolve trés formas evolutivas:
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. Quando o0 inseto ¢é
contaminado ao alimentar-se do sangue de um mamifero infectado, o
mesmo adquire as formas tripomastigotas que se diferenciam para
epimastigostas para a multiplicacdo no intestino do inseto. Ainda no
vetor, as epimastigotas de T. cruzi transformam-se em tripomastigotas
metaciclicas, as quais sdo a forma infectante, sendo liberadas pelas fezes
e urina do barbeiro apds o repasto sanguineo. J& no mamifero, as
tripomastigotas entram na corrente sanguinea por meio das mucosas ou
lesdo na pele ocasionada pela picada do inseto e no hospedeiro se
transformam para a forma amastigota, a qual se multiplica binariamente
atingindo principalmente o coragdo e sistema digestério.*®

Além da transmissdo vetorial, existe ainda a possibilidade de
transmissdo por meio da transfusdo sanguinea ou transplante de 6rgaos,
acidental (laboratorial), congénita e oral. Esta Ultima é rara, porém
ocasiona surtos agudos em areas ndo endémicas. A transmissao oral esta
relacionada com o processamento de alimentos com insetos infectados
ou ingestdo de carne crua de animais contaminados.'**

Na fase aguda da doenca, apdés a infeccdo pelo T. cruzi, a
manifestacdo clinica é branda e caracteriza-se pelo inchaco no local da
inoculacdo dos parasitos (conjutiva ocular: sinal de Romand; outras
partes: chagoma), além de outros sintomas comuns a infec¢bes como
febre e mal estar. No entanto, com a progressdo da doenca para a fase
cronica, cerca de 10 a 30% dos infectados desenvolvem os sintomas
mais graves e comprometedores como 0 aumento do volume do trato
digestivo (megaesofago, megacolo, etc.) e cardiomiopatia. O periodo
entre a fase aguda e a fase crbnica é chamado de fase crénica
indeterminada e pode durar até 10 anos sem manifestar nenhum sinal da
doenca.'®®

O tratamento medicamentoso disponivel para a doenca de Chagas
¢ constituido por dois farmacos: benznidazol 180 e nifurtimox 181
(Figura 22). No Brasil, a tGnica opgdo terapéutica é o benznidazol, visto
gue nifurtimox foi descontinuado em virtude da toxicidade na década de
80. O mecanismo de acdo do benznidazol envolve a formacdo de
intermediarios reativos que se ligam de forma covalente a
macromoléculas do parasito. A eficacia deste medicamento é estimada
em 60% na fase aguda e de 5 a 20% na fase cronica.'®” As limitacdes do
tratamento da doenca de Chagas com benznidazol, além da falta de
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eficacia na fase cronica, sdo os efeitos colaterais que levam muitos
pacientes a abandonarem o tratamento (anorexia, nauseas, vomito,
epigastralgia), Ions%o periodo de tratamento (60 - 90 dias) e toxicidade
dose dependente.’

0
N ~s=0
N N\/JL 0} ,N\/J
OZN‘O' —O’ \
benznidazol nifurtimox

180 181

Figura 22. Medicamentos utilizados no tratamento da doenca de
Chagas.

Em 2011, foi registrada no Brasil a dosagem pediatrica de
benznidazol 180 (comprimido 12,5 mg). A nova formulacdo foi a
alternativa para contornar a ineficicia e a baixa adesdo ao tratamento,
dada a dificuldade no fracionamento da dose adulta (comprimido 100
mg) e o esquema de administracdo. A dosagem pediatrica de
benznidazol estd inclusa na Lista de Medicamentos Essenciais para
Criangas da OMS e representa um avango no tratamento das criancas
chagasicas, uma vez que é possivel eliminar o parasito no primeiro ano
de vida dos recém-nascidos que receberem o tratamento adequado em
90 % dos casos.'*®

Nesse contexto, a doenca de Chagas pode ser considerada a mais
negligenciada das DTNSs, sob a perspectiva de opgdes de tratamento e
nimero de infectados. Estima-se que menos de 1% das pessoas
infectadas recebam o tratamento adequado. Faz-se necessario, portanto,
a busca continua por novos agentes quimioterapicos, especialmente
eficazes nas fases aguda e cronica da doenca.'®®
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3.3. Objetivos

Preparar derivados semissintéticos de lupeol 8 com potencial
atividade antileishmania e antitripanossoma.

3.3.1. Objetivos especificos

e Isolar o triterpeno lupeol de V. scorpioides em quantidade
suficiente para as reacdes de modificacdo molecular;

e Obter derivados semissintéticos de lupeol, principalmente,
com modificagdes no grupamento isopropilideno;

e Avaliar a atividade antileishmania e antitripanossoma dos
derivados obtidos.

3.4. Resultados e Discussao
3.4.1. Isolamento do triterpeno lupeol

Ao longo dos dltimos 7 anos, nosso grupo de pesquisa
concentrou-se na investigagdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico de
folhas e flores de V. scorpioides com o intuito de explorar a diversidade
guimica desta espécie. Nesse sentido, o protocolo experimental
empregado baseava-se na maceragdo das partes aereas da planta com
etanol, e apds a maceracao, o extrato era particionado com solventes de
polaridade crescente (hexano, diclorometano e acetato de etila). As
fracbes diclorometano e acetato de etila eram escolhidas para a
prospeccdo quimica, em virtude dos compostos de interesse. J& a fracdo
hexano apresenta, principalmente, triterpenos e esteroides em sua
composicdo, podendo ser constatado qualitativamente a abundéancia do
triterpeno lupeol, apresentando-se como o constituinte majoritario.

Tendo em vista as peculiaridades quimicas e aplicacdes
bioldgicas descritas para lupeol, as fracfes hexano das folhas e flores de
V. scorpioides, provenientes do processo descrito acima e subutilizadas
em nosso laboratério, foram submetidas a purificacdo em coluna
cromatogréfica, seguido de recristalizacdo em MeOH para a obtencédo
do triterpeno lupeol 8 em quantidade suficiente para utiliza-lo como
material de partida nas reacdes de modifica¢do molecular.

A caracterizacdo estrutural do lupeol 8 foi baseada no espectro de
RMN de 'H e confirmada com os dados disponiveis na literatura.!”
Mesmo com a alta complexidade do esqueleto triterpénico (CsoHs00), a
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elucidacdo estrutural do lupeol e seus derivados é facilitada em virtude
dos poucos e caracteristicos grupos funcionais, que por sua vez sdo 0s
pontos alvos de modificagdo molecular. Sendo assim, cabe destacar no
espectro de RMN de *H do lupeol 8 a presenca dos sinais em 4,70 ppm
(m, 1H) e 4,57 ppm (m, 1H ), referentes aos hidrogénios olefinicos e do
sinal em 3,20 ppm (dd, J = 5,3; 10,8 Hz, 1H), correspondente ao
hidrogénio carbindlico em C3. Adicionalmente, observa-se o sinal dos
hidrogénios metilénicos de C30 em 1,69 ppm (Figura 23).
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Figura 23. Espectro RMN de *H de lupeol 8 (300 MHz, CDCl5).
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3.1.1 Obtencéo dos derivados semissintéticos de lupeol

O esqueleto pentaciclico do lupeol 8 oferece dois pontos reativos
para as reacdes de modificacdo molecular. Com maior nimero de
trabalhos na literatura, a posicdo C3 é explorada, principalmente, por
meio da interconversdo do grupo funcional (FGI). Ja a dupla ligacdo
exociclica em C20 é utilizada para a formacdo de novos anéis e/ou
estruturas rigidas.

Wk

1307 20+

Como apresentado na introducdo deste capitulo Ill, o alvo
bidldgico para a busca de derivados bioativos do lupeol sdo os parasitos
do género Trypanosoma sp e Leishmania sp., causadores das doengas de
Chagas e leishmaniose, respectivamente. Ndo foram encontrados na
literatura dados referentes a semissintese de derivados do lupeol para a
avaliacdo das atividades antitripanossoma e antileishmania.

Inicialmente, os esforcos foram concentrados nas modificacGes
do centro eletrofilico da estrutura. Propusemos a oxidacdo na dupla
ligagdo com mCPBA, a fim de obter o derivado epdxido 182 como
intermediario para as reagdes de substituicdo nucleofilica (Esquema 48).
Embora a obtencdo do derivado epoxido com mCPBA esteja descrita na
literatura com bons rendimentos,** ndo foi possivel reproduzi-los neste
trabalho.

Algumas variagdes foram testadas como protecdo da hidroxila
com grupamento acetila, adi¢do de NaHCO; para neutralizacdo do &cido
m-clorobenzéico formado no meio reacional, condi¢fes reacionais
anidras, recristalizacdo do reagente mCPBA previamente ao uso e
aumento do nimero de equivalentes do mesmo (1 a 3 equiv.). Em todas
as tentativas foram obtidas misturas complexas com muitos
subprodutos, tornando inviavel esta abordagem.
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CH2C|2’ t.a.

8 \182
Esquema 48. Reagéo de oxidacdo de lupeol 8 mCPBA.

Tendo em vista os resultados obtidos com a oxidacéo utilizando o
reagente MCPBA e considerando que os poucos trabalhos publicados
envolvendo reagGes no grupamento isopropilideno do lupeol levou a
transformacdo ou eliminacdo da dupla ligagdo exociclica, direcionamos
a rota sintética para a oxidacdo alilica, a fim de preservar a dupla ligacdo
exociclica. Na sequéncia, ap6s a obtencéo do intermediario aldeido 162
(protegido em C3) e 164 (desprotegido) foram preparados os derivados
funcionalizados em C30 com OH (168 e 183), a partir da reacdo de
reducdo dos aldeidos (Esquema 49)

/ 29
30/2é'

AcO™ ™

R AcO” >
8 SN T(76 %)

162 (50%)

Jc

Ho_

AcO” ™

164 (54%) 168 (80%)

c

H O\//Z

183 (21%)

Esquema 49. Rota sintética para funcionalizacdo da posicdo C30 de
lupeol 8. Reagentes e condicgdes: (a) Ac,0, DMAP, AcOEt, t.a.; (b) SeO,,
EtOH, refluxo; (c) NaBH,, EtOH, 0 °C - t.a.
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A primeira etapa da rota consiste na protecdo da hidroxila em C3
com o grupamento acetila, a fim de orientar a regiosseletividade das
reacOes seguintes. Na sequéncia, o derivado acetilado 7 foi submetido a
reacdo de oxidacdo com SeO, em EtOH sob refluxo, obtendo-se o
derivado aldeido 162 com rendimentos baixo a moderados (35-50%).
Observou-se uma diminuicdo no rendimento desta reacdo (35%) em
tentativas de escalonamento e longos periodos de aquecimento,
possivelmente em virtude da decomposicdo do SeO, em Se(ll). Cabe
destacar que a mesma reacdo também foi conduzida com lupeol 8 e
apresentou rendimentos similares.

A confirmacdo estrutural dos derivados oxidados (162 e 164) foi
possivel no espectro de RMN de *H devido a presenca do sinal em 9,52
ppm referente ao hidrogénio aldeidico, assim como o deslocamento para
a regido desblindada do espectro dos sinais dos hidrogénios olefinicos
em 6,30 ppm e 5,93 ppm. A auséncia do simpleto em 1,69 ppm,
referente aos hidrogénios metilicos em C30 corroborou para a
confirmacdo da estrutura quimica do produto desejado (Figura 24).
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Figura 24. Espectro RMN de *H do derivado aldeido 162 (300 MHz,
CDCly).
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O reagente SeO, é um agente oxidante seletivo para oxidar
posicBes alilicas de maneira regiosseletiva. Dessa forma, SeO, reage
com compostos que contém metilenos ou metilas ativadas por duplas
ligagdes adjacentes. O mecanismo da reacéo de oxidacéo alilica envolve
no primeiro momento a formagéo do &cido alilico seleninico 184, o qual
sofre rearranjo formando o composto instavel 185 que rapidamente se
decompde a aldeido 186 (Esquema 50).'%4 1"

OH H

(™ (0]

0=8e=0 icloadicao ij’;; rearranjo Se

(“ﬁ/, B G A N TN
WOR R 185 )

184 186

Esquema 50. Mecanismo proposto para reacdo de oxidacao alilica com
SeO,

Seguindo a rota sintética apresentada no Esquema 49, os
derivados hidroxilados em C30 foram obtidos a partir da reacdo de
reducdo das carbonilas aldeidicas dos derivados 162 e 164 com o
reagente NaBH, em etanol. Dessa forma, um novo centro nucleofilico
foi originado para reages de substituicdo nucleofilica. Os derivados
reduzidos 168 e 183 foram caracterizados no espectro de RMN de *H
pela presenca do simpleto em 4,13 ppm com integral para 2 hidrogénios
equivalentes aos hidrogénios carbinélicos em C30, assim como o0
deslocamento dos hidrogénios olefinicos para a regido mais desblindada
do espectro (Figura 25).
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Figura 25. Figura comparativa dos espectros RMN de *H dos derivados
de lupeol hidroxilados em C30: 168 (espectro superior) e 183 (espectro

inferior) (300 MHz, CDCl,).

Uma vez alcangada a funcionalizagdo da posicéo C30, o derivado

168 foi entdo preparado em maior quantidade para

atuar como

nucledfilo nas reacdes de acilagdo. Os ésteres de lupeol 187 - 191 foram
preparados em pequena escala (0,062 mmol) por meio da reagdo com 0s
respectivos cloretos de acila na presenca das bases DCC e DMAP em

meio anidro (Esquema 51)

187

Ho 9 OYOJ  eew

R” ~CI (2 equiv.)
DCC (5 equiv.), DMAP (5 equiv.)

188
(80%)

CH,Cl, ta., 2h
2 189

AcO (73%)

190
(95%)
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Esquema 51. Derivados ésteres do lupeol 188 - 191 obtidos via reacdo

de substituicdo nucleofilica com cloretos de acila.
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A escolha dos cloretos de acila foi baseada nas caracteristicas
eletrbnicas e estéricas dos substituintes e presenca de diferentes
heterodtomos com o intuito de avaliar tais propriedades no efeito
bioldgico. Dessa forma foi possivel sintetizar cinco ésteres de lupeol
inéditos na literatura. A principal evidéncia da formacdo dos ésteres
187-191 no espectro de RMN de *H é o deslocamento do sinal em 4,13
ppm, correspondente aos hidrogénios carbinélicos em C30, para a regido
desblindada do espectro com valor variavel conforme o substituinte,
além dos sinais adicionais pertinentes a cada novo derivado. Ainda, €
possivel observar no espectro de RMN de *3C a presenca de dois sinas
na regido entre 170 e 175 ppm confirmando a presenca de duas
carbonilas de grupamento éster. Os dados de identificacdo para cada
derivado éster encontram-se na sessdo experimental deste capitulo e os
espectros em apéndices.

3.4.2. Atividade antileishmania e antitripanossoma dos derivados
semissintéticos do lupeol

Ndo ha relatos na literatura de derivados do lupeol com
substituintes alifaticos ou arilas na posi¢do C30 via ligacdo éster,
tampouco a avaliacdo das atividades antileishmania e antitripanossoma
para derivados semissintéticos deste triterpeno. Dada a relevancia destas
duas parasitoses e a continua busca por substancias ativas que
representem uma alternativa eficiente aos tratamentos existentes, 0s
derivados ésteres, assim como todos os intermediarios envolvidos na
rota sintética, foram encaminhados para o Laboratério de Protozoologia
desta universidade para avaliagdo das atividades supracitadas, sob
coordenacdo do Prof. Dr. Mario Steindel.

Os compostos sintetizados neste trabalho, incluindo os cinco
derivados ésteres inéditos 187-191, foram avaliados in vitro frente as
formas amastigotas dos parasitos tripanossomatideos Leishmania
amazonensis e Trypanosoma cruzi. Cabe destacar que a forma evolutiva
dos parasitos em questdo é intracelular obrigatéria e encontra-se nos
estagios patolégicos cronicos do hospedeiro vertebrado, portanto,
considerada a forma clinicamente relevante.'®

A triagem inicial foi realizada com 0s compostos na concentragdo
de 50 UM quanto & capacidade de inibigdo de crescimento dos parasitos,
sendo os valores expressos em porcentagem de inibicdo (PI). Como
controles positivos foram utilizados os farmacos anfotericina B na
concentragdo de 2 UM para L. amazonensis, enquanto benznidazol 20
UM para T. cruzi. JA o controle negativo foi avaliado o solvente
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empregado na solubilizagdo dos compostos (DMSO 1%) e 0 mesmo néo
apresentou interferéncia no crescimento dos parasitos. Os resultados
estdo compilados na Tabela 4:

Tabela 4. Atividade antileishmania e antitripanossoma in vitro de lupeol
e seus derivados semissintéticos frente as formas amastigotas
intracelulares de L. amazonensis e T. cruzi.

Compostos® Porcentual de inibicdo (P1)

L. amazonensis T. cruzi
Lupeol 8 6,00 + 0,06 38,69 £ 0,59
7 11,71 +1,86 20,36 + 1,09
162 4,24 +0,30 77,03 £6,10
164 82,78 + 0,97 97,62 + 0,38
168 3,11 £ 0,66 31,14 +0,81
183 5,15+0,93 91,65+0,76
187 9,91 +0,81 ND"
188 8,47 +0,36 29,10 + 11,34
190 3,24 +0,40 11,17 +£5,52
191 68,04 + 4,76 77,36 £ 6,55

Benznidazol (20 pM) - 97,89+ 0,19
Amfotericina B (2 uM) 93,33+ 0.59 -

Os valores estdo expressos como média + desvio padrdo de um ensaio
realizado em triplicata *Derivado 189 nao foi avaliado; "ND — atividade nio
detectada na concentracdo de 50 uM.

De modo geral, lupeol e seus derivados semissintéticos foram
mais ativos frente a parasitos T. cruzi, ou seja, apresentaram maiores
valores percentuais de inibicdo do crescimento (Pl) neste parasito,
comparativamente com L. amazonenis.

Consideracdes relativas ao desempenho da atividade inibitéria do
crescimento dos parasitos e a estrutura quimica dos derivados, embora
tratando-se de uma triagem inicial, sdo importantes a serem analisadas.
Dois compostos (164 e 191) se destacaram por apresentar perfis
similares de atividade em ambos os parasitos. Especificamente o
intermediario aldeido 164 foi o composto mais ativo (97,62%) nesta
triagem, inclusive apresentando Pl muito préximo do controle positivo,
o farmaco benznidazol. Observou-se uma dréastica reducdo na atividade
deste intermediéario quando o grupamento acetila estava substituido em
C3 contra L. amazonensis (162), enquanto que nos parasitos T. cruzi ndo
ocorreu uma diminuicao expressiva da atividade.
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Dentre os derivados substituidos em C30, o derivado de cadeia
alifatica octanoato 191 apresentou-se o mais ativo frente & ambos os
parasitos. O tamanho da cadeia alquila parece influenciar na atividade,
visto que o derivado com 3 carbonos a menos mostrou Pl cerca de 16
vezes menor em L. amazonensis e 7 vezes menor em T. cruzi.

A etapa seguinte na avaliagdo do potencial antileishmania e
antitripanossoma dos derivados semissintéticos do lupeol foi a
determinacdo da concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50 %
dos parasitos (Clsp) e também a concentracdo citotdéxica em linhagem
celular de macr6fagos humanos THP-1 (CCsp). Estes ensaios permitem
determinar o indice de seletividade dos compostos (IS) por meio da
razdo entre CCxp e Clsg. Importante salientar que a busca de substancias
bioativas deve-se priorizar a baixa ou nenhuma toxicidade a células
humanas. Os trés derivados que demonstraram Pl maior que 50% (164,
183 e 191) foram selecionados para os ensaios de CCsy e Clsg, no qual
0s resultados estdo apresentados na (Tabela 5):

Tabela 5. Concentragdes inibitdrias dos derivados de lupeol frente as
formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis e T. cruzi.

Derivados Clsp (ug/mL) CCs 1S°

L. amazonensis  T. cruzi L. amazonensis  T. cruzi
164 40,74+ 4,12 39,43+6,23 4338+274 1,06 1,10
183* - 12,48+0,89 16150+24,00 - 12,94
191 35,60 + 3,71 23,07+0,65 96,74+7,93 2,72 4,19
Benznidazol (20 pM) - 10,18+0,3 > 500 - >49,11
Anfotericina B (2 uM) 0,08 +£0,02 - 10 >142

*A Cls do derivado 183 néo foi avaliada em L. amazonenses em virtude do
baixo PI apresentado (5,15%).

O derivado diol 183 (-OH em C3 e C30) foi seletivo para T. cruzi
e exibiu a melhor atividade antitripanossoma com Clsy de 12,48 uM, e a
menor citotoxidade (CCsy = 161,50uM), propiciando o melhor IS dentre
0s compostos avaliados. Ainda, pode-se constatar que a Clso do derivado
183 foi muito préxima daquela apresentada pelo farmaco benznidazol,
embora o comparativo do 1S dos mesmos seja discrepante.

A presenga da carbonila a,p-insaturada (164) parece ser
importante para as atividades avaliadas, porém demonstra-se essencial
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para a atividade antileishmania. J4 a redugao da carbonila a,B-insaturada
levou a diminuicdo na citotoxicidade do composto cerca de 3 vezes
(183).

3.4.3. Avaliacao da atividade inibitoria da enzima tripanotiona
redutase

A investigacdo do mecanismo de agdo molecular de substancias
bioativas é indispensavel no processo de descoberta e desenvolvimento
de novos farmacos. Trata-se da etapa na qual sdo considerados o0s
possiveis modos de interacdo entre o farmaco e as biomacromoléculas,
responsaveis por promover uma determinada resposta bioldgica,
referindo-se a moléculas estruturalmente especificas.

Especificamemente relacionado as DTNs, grandes esfor¢os vém
sendo realizados na elucidacdo dos mecanismos envolvidos na
manifestacdo clinica e desenvolvimento destas patologias, em especial
no estudo de alvos moleculares, principalmente enzimas presentes nos
parasitos e/ou hospedeiro. Os parasitos patogénicos da familia
Trypanossomatidae  (Leishmania  spp.,  Trypanosoma  cruzi,
Trypanosoma brucei) apresentam similaridades fenotipicas e muitos
mecanismos moleculares sdo conservados entre todas as trés
linhagens.'*? Nesse sentido, torna-se interessante a investigacdo de
substancias bioativas em alvos moleculares comuns as mesmas Neste
contexto, destacam-se tripanotiona redutase (TR) e tripanotiona sintase
(TS), enzimas trypanosomatideo-especifica envolvidas na sintese e
modulagdo do sistema tripanotiona redox dos parasitos, constituindo-se
essenciais para a sobrevivéncia dos mesmos.'’

Os derivados semissintéticos de lupeol mais promissores na
triagem inicial do potencial antileishmania e antitripanossoma (Pl > 50
%) foram investigados com relacdo ao poder inibitério na enzima
tripanotiona redutase (recombinante de T.cruzi). Os derivados 164, 183
e 191 foram considerados inativos frente a enzima apresentando
percentuais de inibicdo ndo significativos (1,97%, 2,15% e 16.24%,
respectivamente) na concentragcdo de 100 uM. O resultado sugere que a
atividade antileishmania e antitripanossoma ndo seja dependente da
enzima tripanotiona redutase, fato esse que estimula os estudos
adicionais para entendimento do mecanismo de ag&o.
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3.5. Conclusoes e Perspectivas

3.5.1. Conclusdes

e Lupeol foi isolado do extrato hexano das folhas e flores de
Vernonia scorpioides em quantidade suficiente para a semisssintese de
10 derivados com rendimentos moderados a excelentes.

o A abordagem sintética baseou-se na reacdo de acilagdo na
posicdo C30 de lupeol ap6s a funcionalizacdo com grupamento
hidroxila, levando a obtencdo de 5 ésteres inéditos na literatura.

e Os derivados semissintéticos demonstraram potencial
antileishmania (L. amazonensis) e antitripanossoma (T. cruzi), sendo
este Gltimo mais pronunciado.

e Os derivados 164 e 191 foram ativos em ambos 0s parasitos,
sendo que a presenca da carbonila a,B-insaturada tornou o derivado mais
citotdxico;

e O derivado 183 foi seletivo para T. cruzi e demonstrou Clsg
préxima do farmaco de primeira escolha benznidazol.

e A atividade antitripanossomatidea apresentada pelos
derivados ndo é dependente da enzima tripanotiona redutase.

3.5.2. Perspectivas

. Os derivados semissintéticos de lupeol sintetizados neste
capitulo foram encaminhados para a avaliacdo do potencial citotdxico
em linhagens celulares de leucemias humanas. Os ensaios estdo em
andamento no Laboratério de Oncologia Exprimental e Hemopatias
(LOEH) da UFSC sob supervisdo da Professora Dra. Maria Claudia
Santos da Silva.
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3.6. Parte Experimental

3.6.1. Isolamento do lupeol e preparacéo dos derivados
semissintéticos

Isolamento de lupeol de Vernonia scorpioides

Foram utilizadas as fracfes hexano provenientes da particdo
liquido-liquido do extrato hidroalcodlico de folhas e flores de V.
scorpioides remanescentes em nosso laboratério em virtude dos estudos
com as fragBes diclorometano e acetato de etila que proporcionaram o
isolamento dos poliacetilenos e lactonas descritos na introducdo deste
trabalho. Adicionalmente, foram preparados extratos hexano em extrator
Soxhlet por um periodo de 5 horas das folhas e flores de V. scorpioides
em Floriandpolis em junho/2015.

As fracOes e extratos foram reunidos e submetidas a purificacdo
por coluna cromatografica em gel de silica eluindo com sistema de
solventes hexano:acetato de etila (90:10, v/v). As fragcBes contendo
lupeol 8, porém ainda impuras, foram recristalizadas em MeOH para a
obtencdo do lupeol na forma de sélido amorfo com coloracéo branca.

3B-lup-20(29)-en-3-ol (8)

F.M. = C30H5oo
~ oM =426,71 g/mol
Rf: 0,54[hexano:acetato de etila (90:10, v/v)]
p.f. = 213,5 - 214°C (lit.: 212 - 213°C) '™
RMN de 'H(300 MHz, CDCI3) & 4,70 (m,
1HH29a), 4,57 (m, 1H, H29b),3,20 (dd, J
=5,3; 10,8 Hz, 1H,H3), 2,38 (dt, J= 4,2; 9,5
Hz, 1H, H19), 1,80-0,60 (sinais caracteristicos
do substrato — sobrepopostos), 1,69 (s, 3H, H30), 1,04 (s, 3H, H26),
0,97 (s, 3H, H23), 0,95 (s, 3H, H27), 0,84 (s, 3H, H25), 0,79,(s, 3H,
H28) 0,77(s, 3H, H24) RMN de **C (75 MHz, CDCI3) § 151,2; 109,8;
82,0; 54,4; 50,1; 48,3; 48,0; 43,2; 42,5; 40,7; 40,0; 38,3; 38,0; 37,8;
37,1; 34,2; 29,8; 28,0; 27,4; 25,1; 23,7; 21,4; 20,9; 19,3; 18,2; 18,0;
16,5; 16,2; 16,0; 14,5
Dados esPectroscépicos estdo de acordo com o reportado da
literatura.'"

Z
z
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3p-acetoxi -lup-20(29)-eno (7)

A um baldo de 25 mL com uma boca equipado com barra magnética
foram adicionados lupeol 8 (0,300 g; 0,70 mmol , anidrido acético em
excesso (2 mL), quantidade catalitica de DMAP e 1 mL de AcOEt. A
mistura reacional foi submetida a agitacdo a temperatura ambiente e
apos 24 horas foi adicionado 5 mL de H,0. A fase aquosa foi extraida
com CHyCIy(3 x 20 mL) e as fases orgénicas foram combinadas e
lavadas com 20 mL de solucéo de HCI 1 M seguido de solugéo saturada
de NaCl, seca som MgSQ,, filtrada e o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida em evaporador rotatério a 50°C. A purificagdo por
coluna cromatografica de silica gel utilizando uma mistura de hexano:
acetato de etila (95:05) como eluente forneceu 0,250 g (76%) de 7 como
um s6lido amorfo de coloracéo branca.

Rf : 0,57 [hexano:acetato de etila (80:20, v/v)]

F.M. = C32H5202

P.M. =468,75 g/mol

p.f. = 215-216°C (lit.: 215 °C)*™

RMN de lH(300 MHz, CDCI3) & 4,70 (sl, 1HH29a), 4,57 (sl, 1H,
H29b), 4,47 (dd, J =5,3; 10,8 Hz, 1H,H3), 2,38 (dt, J=4,2; 9,5 Hz, 1H,
H19), 2,05 (s, 3H, -COOCHg;), 1,80-0,60 (sinais caracteristicos do
substrato — sobrepopostos).RMN de **C (75 MHz, CDCI3) & 171,0;
151,0; 109,4; 81,0; 55,4; 50,3; 48,3; 48,0; 43,0; 42,8; 40,8; 40,0; 38,4;
38,0; 37,8; 37,1; 35,6; 34,2; 29,8; 28,0; 27,4; 25,1; 23,7; 21,4; 20,9;
19,3; 18,2; 18,0; 16,5; 16,2; 16,0; 14,5

Dados esPectroscépicos estdo de acordo com o reportado da
literatura.'"
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Procedimento geral para obtencéo do derivado aldeido

7R =COCH, 162 R = COCH;,
8R=H 164 R =H

A um baldo de 25 mL com duas bocas equipado com barra
magnética e condensador foram adicionados lupeol 8 ou acetato de
lupeol 7 (1 equiv.), SeO,(1,5 equiv.) e 10 mL de EtOH (previamente
destilado). A mistura reacional foi submetida ao aquecimento a 100 °C
por 18 horas e em seguida diluido em 10 mL de EtOH e filtrado em
funil de placa sinterizada contendo silica gel eluido com hexano: acetato
de etila (90:10). O solvente foi evaporado em evaporador rotatério a
50°C. e a purificacdo por coluna cromatografica de silica gel levou a
obtencdo do produto desejado 162 foi obtido como um sélido de
coloracdo branca com rendimentos variaveis entre 35 a 50 %.

3p-acetoxi-lup-20(29)-en-30-al (162)

F.M. = C32H5202

P.M. =482,74 g/mol

p.f. = 220-222 °C (lit.: 221-222 °C) **°

Rf : 0,51[hexano:acetato de etila (90:10, v/v)]

RMN de "H(300 MHz, CDCI3) & 9,52 (s, 1H, CHO), 6,30 (s, 1H, H-
29a), 5,93 (s, 1H, H-29b), 4,46 (m, 1H, H-3), 2,75 (m, 1H, H-19), 2,05
(s, 3H, -OCOCHpg), 1,80-0,60 (sinais caracteristicos do substrato —
sobrepopostos)

Dados espectroscopicos estdo de acordo com o reportado da literatura*®
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3p-hidroxi-lup-20(29)-en-30-al (164)

164— Foi obtido como um sélido de coloragdo branca com rendimentos
varidveis entre 40 a 54 %

F.M. = C30H4302

P.M. = 440,70 g/mol

p.f. =214 — 217 °C (lit.: 216 °C) ***

Rf :0,45 0,57[hexano:acetato de etila (90:10, v/v)]

RMN de "H(500 MHz, CDCI3) & 9,50 (s, 1H, CHO), 6,29 (s, 1H, H-
29a), 5,91 (s, 1H, H-29b), 3,16 (dd, J = 5,1;10,8 Hz 1H, H-3), 2,76 (m,
1H, H-19), 2,20-0,60 (sinais caracteristicos do substrato -
sobrepopostos).

Dados espectroscépicos estdo de acordo com o reportado da literatura®*®
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Procedimento geral para obtencéo do derivado reduzido

162 R =COCH; 168 R =COCH;
164 R=H 183 R=H

A um baldo de 10 mL equipado com barra magnética foi adicionado o
derivado aldeido 162 ou 164 (1 equiv.) e 4 mL de EtOH. A solucéo foi
resfriada a 0 °C para a adicdo de NaBH, (3 equiv.) e submetida a
agitacdo a temperatura ambiente. Depois de evidenciada a conversdo
completa por CCD (18 h para 118? 4 h para 118) foram adicionados 2
mL de H,O destilada. A fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3
X 15 mL) e as fases organicas foram combinadas e lavadas com 20 mL
de solucdo saturada de NaCl, seca som MgSQ,, filtrada e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida em evaporador rotatério a 50°C. A
purificacdo por coluna cromatografica de silica gel levou a obtencéo do
composto desejado.

3p-acetoxi-30-hidroxi-lup-20(29)-eno (168)

168 — Foi obtido como um sélido de coloragdo branca com rendimentos
variveis entre 73 a 80 %

F.M. = C32H5203

P.M. = 484,75 g/mol

Rf : 0,51 [hexano:acetato de etila (90:10, v/iv)];

p.f. =225 - 227 °C (221-222 °C)*"°

RMN de "H(500 MHz, CDCI3) & 4,95 (sl, 1H, H-29a), 4,91 (sl, 1H, H-
29b), 4,47 (m, 1H, H-3), 4,13 (s, 2H, H-30), 2,28 (m, 1H, H-19), 2,05 (s,
3H, -OCOCHj), 2,10 — 0,70 (sinais sobrepostos- perfil caracteristico do
substrato) Dados espectroscOpicos estdo de acordo com o reportado da
literatura *"°
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3p,30-dihidroxi-lup-20(29)-eno (183)

183 — Foi obtido como um solido de coloragéo branca com rendimentos
variveis entre 21 %

F.M. = CgoH5002

P.M. = 468,75 g/mol

Rf :0,28[hexano:acetato de etila (60:40, v/v)]

p.f. = 235 °C (lit.: 237-239 °C)*"°

RMN de "H(500 MHz, CDCI3) & 4,94 (m, 1H, H-29a), 4,91 (sl, 1H, H-
29b), 4,12 (m, 2H, H-30), 3,20 (m, 1H, H-3), 2,30 (m, 1H, H-19), 2,10 —
0,70 (sinais sobrepostos- perfil caracteristico do substrato)

Dados espectroscopicos estdo de acordo com o reportado da literatura®™
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Procedimento geral para a reacdo de acilagdo com cloretos de acila

Os derivados ésteres de lupeol 187, 188, 189, 190 e 191 foram
preparados em pequena escala conforme metodologia descrita por
Mallavadhani e colaboradores.'™ A uma solucéo do derivado alcool 168
(~0,0619 mmol; 1,0 eqg.) em CH,CI, foram adicionados o cloreto de
acido carboxilico(2,0 equiv.), DCC(5,0 equiv.) e DMAP (5,0 equiv.). A
mistura reacional foi mantida sob agitagdo, a temperatura ambiente, até
a conversdo completa do material de partida. Em seguida, a mistura
reacional foi filtrada, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida em
evaporador rotatorio a 50°C e a purificagdo por coluna cromatografica
de silica gel utilizando uma mistura de hexano: acetato de etila (95:05)
como eluente forneceu o produto desejado.
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3p-acetoxi-30- p-nitrobenzoato-lup-20(29)-eno (187)

QL

o\J29

30 50*

AcO :
~ 187

F.M. = C3oHssNOg
P.M. = 633,85 g/mol

Produto obtido na forma de um soélido amarelado com 46% de
rendimento (0,018 g). R; =0,83 [hexano:acetato de etila (80:20, v/V)];
p.f.=218 - 220 °C;

RMN de 1H(300 MHz, CDCI3) 6 8,30 (m, 4H, H’ aromaticos), 5,05 (sl,
1H, H-29a, 5,03 (sl, 1H, H-29b), 4,86 (s, 2H, H-30), 4,47 (m, 1H, H-3),
2,37 (m, 1H, H-19), 2,05 (s, 3H, -OCOCHs), 2,10 — 0,70 (sinais
sobrepostos- perfil caracteristico do substrato.

RMN de **C (75 MHz, CDCly) § 171,1; 164,4; 150,6; 148,8; 135,6;
130,7; 123,6; 110,4; 80,9; 67,7; 55,3; 50,2; 49,2; 44,0; 43,1; 42,8; 40,8;
39,8; 38,4; 38,0; 37,8; 37,1; 35,4; 34,7; 34,2; 31,6; 28,0; 27,3; 26,7; 23,7;
21,4; 21,0; 20,9; 18,2; 17,7; 16,5; 16,2; 16,0; 14,5.

ESI-MS m/z (modo positivo): calculado para CsgHssNOg 656,3927;
obtido 656,3920 [M + Na]".
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3p-acetoxi-30- p-clorobenzoato-lup-20(29)-eno (188)

Cl

Q,

o\//ém

2,

30 207

AcO

~ 188

F.M. = C39H55ClO,
P.M. = 623,30 g/mol

Produto obtido na forma de um 6leo incolor com 80% de rendimento
(0,016 g). R¢= 0,43 [hexano:acetato de etila (90:10, viv)];

RMN de 'H(300 MHz, CDCI3) & 7,99 (m, 2H, H’ aromaticos),7,41(m,
2H, H’aromaticos) 5,01 (sl, 1H, H-29a), 4,80 (sl, 1H, H-29b), 4,86 (s,
2H, H-30), 4,46 (m, 1H, H-3), 2,36 (m, 1H, H-19), 2,04 (s, 3H, -
OCOCHj3), 2,10 — 0,70 (sinais sobrepostos- perfil caracteristico do
substrato)

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 171.0; 165.5; 149.2; 131.0; 128.7;
80.9; 55.8; 55.3; 50.2; 49.0; 47.8; 44.1; 43.0; 42.8; 40.8; 39.8; 38.4,
38.0; 37.8; 37.1; 35.4; 34.9; 34.2; 31.6; 27.9; 27.4; 26.6; 25.5; 24.7;
23.7,21.4;21.0; 18.2; 17.7; 16.5; 16.2; 16.0; 14.5; 14.5

ESI-MS m/z (modo positivo): calculado para CsgHscCIO, 623,3867;
obtido 623,3867 [M +H]".
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3p-acetoxi-30-benzoato-lup-20(29)-eno (189)

F.M. = C3yH5,0,
P.M. = 588,85 g/mol

Produto obtido na forma de um éleo incolor com 73% de rendimento
(0,027 g). R¢= 0,45 [hexano:acetato de etila (90:10, viv)];

RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) 6 8,08 (m, 2H, H’ aromaticos), 7,58
(m, 1H, H’* aromaticos), 7,46 (m, 2H, H* aromaticos), 5,04 (sl, 1H, H-
29a), 5,03 (sl, 1H, H-29b), 4,82 (s, 2H, H-30), 4,48 (m, 1H, H-3), 2,38
(m, 1H, H-19), 2,05(s, 3H, -OCOCHj3), 2,10 — 0,70 (sinais sobrepostos-
perfil caracteristico do substrato.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) $171,0; 165,5; 149,2; 131,0; 128,7; 110,1;
80,9; 55,8; 55,3; 50,2; 49,0; 47,8; 44,1; 43,0; 42,8; 40,8; 39,8; 38,4; 38,0;
37,8; 37,1; 35,4; 34,9; 34,2; 31,6; 27,9; 27,4, 26,6; 25,5; 24,7; 23,7; 21,4,
21,0; 18,2;17,7; 16,5; 16,2; 16,0; 14,5,

ESI-MS m/z (modo positivo): calculado para CsgHssNOg 589,4257;
obtido 589,4249 [M +H]".
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3p-acetoxi-30-butirato-lup-20(29)-eno (190)

F.M. = C34Hs30,
P.M. = 554,84 g/mol

Produto obtido na forma de um sélido branco com 95% de rendimento
(0,017 g). R¢=0,60 [hexano:acetato de etila (90:10, v/V)];

RMN de "H(300 MHz, CDCl;) & 4,95 (sl, 1H, H-29a), 4,92 (sl, 1H, H-
29b), 4,58 (d,J = 4,35 Hz, 2H, H-30), 4,49 (m, 1H, H-3),2,35 (t, J=7,4
Hz, 2H, H-2") 2,31 (m, 1H, H-19), 2,05 (s, 3H, -OCOCH3), 2,10 - 0,70
(sinais sobrepostos- perfil caracteristico do substrato.

RMN de *C (75 MHz, CDCly) $173,4; 171,0; 149,4; 109,9; 80,9; 65,8;
55,3; 50,2; 48,9; 43,0; 42,8; 40,8; 39,8; 38,4; 38,0; 37,8; 37,1; 36,3;
35,4; 34,2; 31,3; 27,9; 27,4; 26,5; 23,7; 21,4; 21,0; 18,4; 18,2; 17,7;
16,5; 16,2; 16,0; 14,5; 13,8

ESI-MS m/z (modo positivo): calculado para CgzsHsqO4 555,4413;
obtido 555,4409 [M +H]".
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3p-acetoxi-30-octanoato-lup-20(29)-eno (191)

F.M. = Cy4oHg604
P.M. = 610,94 g/mol

Produto obtido na forma de um dleo incolor com 90% de rendimento
(0,017 g). R = 0,66 [hexano:acetato de etila (90:10, v/V)];RMN de
'H(300 MHz, CDCI3) & 300 MHz, CDCls) & 4,95 (sl, 1H, H-29a), 4,92
(sl, 1H, H-29b), 4,58 (d,J = 4,35 Hz, 2H, H-30), 4,49 (m, 1H, H-3), 2,35
(t, J = 7,4 Hz, 2H, H-2") 2,31 (m, 1H, H-19), 2,05 (s, 3H, -OCOCHy),
2,10 — 0,70 (sinais sobrepostos- perfil caracteristico do substrato

RMN de °C (75 MHz, CDCl) 173,6; 171,1; 149,4; 109,9; 80,9; 55,3;
50,3; 48,9; 43,0; 42,8; 40,8; 39,8; 38,4; 38,0; 37,8; 37,1; 35,4; 34,9; 34,5;
34,2; 31,7; 29,2; 29,0; 28,0; 27,4; 25,5; 25,0; 24,7; 23,7; 22,6; 21,4; 21,0;
18,2; 17,7; 16,5; 16,2; 16,0; 14,5; 14,1

ESI-MS m/z (modo positivo): calculado para CsHg7O4 611,5039;
obtido 611,5056 [M +H]".
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3.6.2. Atividade bioldgica

Avaliagéo da inibigdo de crescimento de amastigotas de
L. amazonensis e T. cruzi

A avaliacdo da atividade antileishmania e antitripanossoma in
vitro foi realizada pela Dra. Milene H. Moraes sob supervisdo do
professor Dr. Mario Steindel nas dependéncias do Laboratério de
Protozoologia da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

A linhagem celular de leucemia monocitica aguda THP-1 (ATCC
T1B202) (células coletadas no 3° ou 4° dia de crescimento) foi cultivada
em placas de 96 pogos em meio de cultura RPMI-1640 na auséncia de
vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, MO, EUA) e
suplementada com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Life Technologies,
EUA), 125 mM de tampdo HEPES, 100 U/mL de Penicilina, 100
pg/mL de Estreptomicina e 2 mM de Glutamax a temperatura de 37 °C
em atmosfera de 5% de CO,. Posteriormente, essa cultura de células
(4,0 x 104 células/pogo) foi acrescida de 100 ng/mL de forbol 12-
miristato 13- acetato (PMA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
EUA) durante 72 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,, a fim
induzir a sua diferenciagdo em fagdcitos aderentes semelhantes a
macréfagos.'’

As formas promastigotas de L. amazonensis
MHOMY/BR/77/LTB0016, expressando a enzima B-galactosidase, foram
obtidas em meio Schneider (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
acrescido com 5% de SFB inativado e 2% de urina humana. As formas
intracelulares amastigotas a serem utilizadas no screening leishmanicida
foram obtidas a partir do cultivo de promastigotas. Apds quatro dias de
cultivo; uma suspensdo de promastigotas, foram lavada duas vezes com
PBS (Tampéo Salino Fosfato, pH 7,4). A concentracdo de parasitos foi
ajustada para 4,0 x 106 células/mL em meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 10% de soro humano AB+ por 1 hora a 34 °C em
estufa para opsonizacdo do parasito. A suspensdo de promastigotas
opsonizadas foi adicionada sobre as células THP-1 na proporcdo de
parasito/célula 10:1 e incubada durante 4 horas a 34 °C em atmosfera de
5% de CO,. Apds este periodo, os parasitos ndo internalizados nas
células foram removidos por meio de uma lavagem com PBS e, as
células infectadas foram incubadas por 24 horas com 180 pL de meio
RPMI-1640 suplementado completo a fim de permitir a transformacao
das promastigotas em amastigotas intracelulares.
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A espécie Trypanosoma cruzi -galactosidase, cepa Tulahuen, foi
fornecida pelo Laboratdrio de Parasitologia Celular e Molecular, Centro
de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ, Belo Horizonte. As formas
tripomastigotas, derivadas de cultura de células de fibroblastos L929
infectadas, foram utilizadas para infectar as células de macréfagos THP-
1 diferenciadas (4,0 x 104 células/pogo) em microplacas de 96 pocos,
numa proporgdo de parasito/célula 3:1; e incubadas overnight a 37 °C
em estufa com 5% de CO,. O meio contendo o0s parasitos ndo
internalizados foi removido e substituido por 180 puL. de meio de cultura
fresco.'’®

Todos o0s compostos avaliados foram solubilizados em
dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidos nas concentra¢Bes seriadas de 50 a
1,56 pM. Uma monocamada de células infectadas foi tratada pela adigdo
de 20 pL de cada composto teste, seguido por incubacdo em estufa
durante 48 horas a 34 ou 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO?2.
Apos o tratamento, as células foram cuidadosamente lavadas com PBS e
incubadas durante 16 horas a 37 °C com 250 pL do substrato
cromogénico clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo 100 pM
(CPRG) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) e Nonidet P-40
0,1% (NP-40) (Amresco Inc., Solon, Ohio, EUA). A densidade 6ptica
foi lida em comprimento de onda de 570/630 nm em equipamento
TECAM® , modelo Infinite M200.

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio com brometo
de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT), conhecido
como método colorimétrico MTT. Para realizacdo desse ensaio de
citotoxicidade, as células THP-1 (6,0 x 104 por poco) foram semeadas
em microplacas de 96 pocos e diferenciadas com 100 ng/mL de PMA
durante 72 horas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,. Em
seguida, 20 puL dos compostos testes, diluidos em meio de cultura em
concentragdes decrescentes de 500 a 15,6 uM ou DMSO 1% (controle
negativo), foram adicionados sobre as células e cultivados por 72 horas
a 37 °C em atmosfera 100 contendo 5% de CO2. A absorbéncia foi
determinada em leitor de microplacas (TECAN) a 540 nm, e o0s
resultados foram expressos em CCsy (concentragdo citotéxica 50%). O
procedimento do ensaio colorimétrico usado na triagem dos compostos.

Avaliacdo da inibicao da enzima tripanotiona redutase

A avaliacdo da inibicdo da enzima tripanotiona redutase foi
realizada pela Dra. Milene H. Moraes sob supervisdo do professor Dr.
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Mario Steindel nas dependéncias do Laboratério de Protozoologia da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC

O ensaio foi realizado com tripanotiona redutase recombinante de
T. cruzi (cTcTR). Em microplacas de 96 pocos foram encubados tampéo
(40 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7.5), a enzima TcTR (0.005 mU), 1
UM T[S], (Sigma-Aldrich), 150 uM NADPH (Sigma-Aldrich) e os
compostos na concentracdo de and compounds at 100 pM

A reacdo foi incubada a 27 °C por 30 min antes da adicdo de 25
UM de DTNB (Sigma-Aldrich). A atividade enzimética foi monitorada
pelo aumento da absorbancia em 412 nm usando espectofotémetro
(Infinite M200 TECAN).*"”
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Espectros RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) e RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) do composto 102.
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Espectros RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) e RMN de **C (100 MHz,
CDClIs) do composto 104.
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Espectros RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) e RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) do composto 107.
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Espectros RMN de *H (500 MHz, CDCls) e RMN de *C (125 MHz,
CDClIs) do composto 108.
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Espectros RMN de 'H (500 MHz, CDCl3;) e RMN de **C (125 MHz,
CDCl3) do composto 109.
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Espectros RMN de *H (400 MHz, CDCl3) e RMN de *C (100 MHz,
CDCl3) do composto 110.
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Espectros RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) e RMN de ®*C (100 MHz,

CDCl3) do composto 111.
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Espectros RMN de *H (400 MHz, CDCls) e RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) do composto 113.
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Espectros RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) e RMN de **C (125 MHz,

CDCl3) do composto 116.
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Espectros RMN de *H (400 MHz, CDCls) e RMN de **C (100 MHz,
CDClIs) do composto 118.
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Espectros RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) e RMN de *C (75 MHz,
CDCls3) do derivado 168.
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CDCl3) do composto 187
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Espectros RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) e RMN de *C (75 MHz,

CDCl3) do composto 188.
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Espectros RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) e RMN de *C (75 MHz,
CDCl3) do composto 189.
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Espectros RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) e RMN de *C (75 MHz,

CDCly) do derivado 190.
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Espectros RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) e RMN de *C (75 MHz,

CDCl3) do composto 191.
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