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RESUMO

A natureza é uma fonte importante de substancias bioativas, uma vez que produz uma grande
diversidade de compostos quimicos complexos cuja obtencdo por sintese total é
frequentemente inviavel. No entanto, tal riqueza estrutural permite a realizacido de
modificagbes quimicas como uma ferramenta para obtengdo de compostos com atividade
biologica e perfil farmacolégico otimizados. Nesse contexto, a semissintese de produtos
naturais consolida-se como uma estratégia promissora para contornar a constante capacidade
de mutacao genética de micro-organismos e células cancerigenas, fenbmeno responsavel
pelo surgimento de cepas e linhagens resistentes aos farmacos atualmente empregados.
Sendo assim, este trabalho visa realizar a modificagdo estrutural de um produto natural
utilizando reagdes organicas a fim de obter um composto mais bioativo frente a linhagens de
fungos patégenos. Para isso, o lupeol (81), um triterpenoide pentaciclico da familia dos
lupanos, foi submetido a uma esterificacdo de Steglich com o acido pent-4-inoico na presenca
de 4-(dimetilamino)piridina como catalisador e N,N-diisopropilcarbodiimida como reagente de
acoplamento para a obtengcdo de um intermediario éster (S2). Com a presenca da ligacao
tripla terminal, foi realizado uma cicloadi¢do azida/alcino catalisada por cobre (l) para a
formagéo de um anel trazélico como forma de inserir um novo grupo mais polar a molécula.
As azidas (S3a-S3g) utilizadas foram preparadas a partir de uma reacado de substituicao
nucleofilica bimolecular entre azida de sédio e brometos de benzila. Ao todo, foram obtidos e
caracterizados sete derivados benziltriazélicos (S4a-S4g) inéditos com diferentes padrdes de
substituicdes no anel benzénico. Tais compostos foram submetidos a uma triagem antifungica
contra quatro linhagens fungicas: Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans, Candida
aubicans e Candida parapsilosis. Dois dos compostos produzidos, (S4a) e (S4c),
apresentaram perfil promissor frente as cepas testadas quando comparados com o0s
intermediarios (S1) e (S2), demonstrando que a modificagédo estrutural proposta foi capaz de
aumentar a bioatividade do triterpenoide utilizado.

Palavras-chave: Produtos naturais; Lupeol; Triazol; Antifungico; Modificagao estrutural.
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1 INTRODUGAO

Entre janeiro de 1981 e setembro de 2019, o érgdo regulador da seguranca de
alimentos e medicamentos dos Estados Unidos (FDA, Food and Drug Administration) aprovou
cerca de 1881 novos farmacos para comercializacao e distribuicdo. Dentre esses, 41,9% eram
produtos naturais, modificados sinteticamente ou ndo, 7,5% eram vacinas e os 50,6%
restantes eram de origem puramente sintétical'l. Ademais, dentre os produtos sintéticos, cerca
de 22,5% desses compostos mimetizam um produto natural, logo, fica evidente o impacto da
quimica de produtos naturais na constante descoberta de novos farmacos ainda mais eficazes.

Define-se os produtos naturais como sendo o conjunto de compostos quimicos
produzidos pelo metabolismo de organismos vivos. Diferente dos metabdlitos primarios, os
metabdlitos secundarios sao produzidos com uma finalidade que vai além da sobrevivéncia
doindividuo, desempenhando fungbes como comunicagao quimica, defesa contra predadores,
sinalizagao celular, entre outros?. Em consequéncia de sua grande biodiversidade, o estudo
dos metabdlitos secundarios como fonte de farmacos de origem natural auxilia para contornar
obstaculos farmacolégicos associados a alta susceptibilidade de microrganismos e células
cancerigenas de sofrerem mutagdes.

Ao longo dos anos, diversos compostos isolados de organismos vivos marcaram
a histdria da medicina e da quimica de produtos naturaist®. Dentre esses, se destaca o acido
acetilsalicilico (Figura 1, (1)), um farmaco analgésico derivado da salicina, um glicosideo
fendlico comumente encontrado na casca do salgueiro Salix alba®. Em 1803, Friedrich
Sertlrner isolou a mofina (Figura 1, (2)) da planta Papaver somniferum e cerca de 70 anos
depois, suas modificagdes estruturais deram origem a novos analgésicos para o tratamento
de dores intensas, com efeito ainda mais potente que o do acido acetilsalicilico citado
anteriormente. No mesmo século, era popularizado o uso da casca da Cinchona succirubra
para o tratamento da malaria gragas a presenga de um alcaloide, chamado de quinina (Figura
1, (3)), que seria aprovado como farmaco antimalarico apenas em 200451,

No século XX, com a descoberta da penicilina (Figura 1, (4)) produzida pelo fungo
Penicillium notatum por Alexander Fleming, Howard Florey e Ernst Chain, os tratamentos para
infecgbes bacterianas se tornaram mais eficazes gragas a descoberta da classe dos peptideos
nao ribossomais contendo o anel B-lactamicol® (Figura 1, (5)). Tal fato concedeu aos cientistas
mencionados o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina do ano de 1945 e esse século ficou
conhecido como a “era de ouro dos antibiéticos”, ndo apenas por seus efeitos, mas também

pelo facil manejo do cultivo de fungos para tal produgéol®.
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Figura 1: Estrutura quimica dos compostos: (1) acido acetilsalicilico; (2) morfina; (3) quinina;

(4) penicilina; (5) anel B-lactamico;

(4)

Dito isso, um dos maiores tributos a quimica de produtos naturais foi o prémio
Nobel de Medicina e Fisiologia do ano de 2015. Os cientistas laureados William Campbell,
Satoshi Omura e Tu Youyou desenvolveram tratamentos eficazes contra doengas
negligenciadas causadas por parasitas como a malaria, filariose e oncocercose a partir de
produtos isolados de plantas e bactérias.

Em seus estudos com a planta Artemisia annua, a professora Tu Youyou isolou
uma lactona sesquiterpénica (Figura 2, (6)) com alta atividade antimalarica, com potencial de
matar 100% dos plasmodios causadores da doenca em testes clinicos®. Ademais, a
colaboracéo entre Campbell e Omura possibilitou um avanco no tratamento de doencas
causadas por nematoides. Estudos de culturas de bactérias do solo do género Streptomyces
possibilitaram a identificacdo de um macrolideo que, apés modificagdes estruturais, deu
origem a ivermectina (Figura 2, (7)), um farmaco antiparasitario indicado para o tratamento de

doengas causadas por protozoarios® 19,
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Figura 2: Estrutura quimica da artemisinina (6) e ivermectina (7).

Em conjunto ao prémio concedido em 1945 e os exemplos citados anteriormente,
o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina de 2015 demonstrou o impacto que a quimica de
produtos naturais aliada a sintese organica possui como uma forma de melhorar a qualidade
de vida e a saude da populagdo de um modo geral.

Diante de tamanho histérico, fica evidente a necessidade do estudo de novos
potenciais farmacos baseados na diversidade estrutural dos metabdlitos secundarios
produzidos pelos mais variados organismos. Ademais, a riqueza de classes e padrdes
estruturais que os produtos naturais possuem permite explorar diferentes estratégias para tal
feito.

Posto isso, este trabalho se propde a realizar a modificagdo estrutural de um
produto natural a fim de melhorar suas propriedades farmacolégicas. Para esse propésito, um
composto pertencente a classe dos triterpenos pentaciclicos de esqueleto carbbnico do tipo
lupano, o lupeol (81), foi submetido a modificagdes estruturais via sintese orgéanica a fim de

aumentar sua polaridade e bioatividade.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Realizar a sintese e caracterizacao de sete derivados benziltriazélicos inéditos a
partir do lupeol, além de avaliar a bioatividade dos compostos produzidos frente a diferentes

linhagens de fungos.

2.2 Objetivos especificos

a) Realizar a sintese de sete derivados benziltriazélicos contendo o esqueleto
carbénico do lupeol.

b) Realizar o preparo de sete azidas benzilicas e um éster contendo um alcino
terminal para as rea¢des de cicloadi¢do do item anterior.

c) Caracterizar os compostos produzidos utilizando técnicas espectrométricas.

d) Avaliar os resultados do teste bioldgico comparando o produto natural utilizado
e seus derivados, bem como avaliar também o impacto que as diferentes

substituicbes do anel benzénico podem gerar.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Os triterpenoides pentaciclicos sdo uma classe de produtos naturais formada pela
condensacéao de seis unidades isoprénicas doadoras de cinco atomos de carbonos cada. Sua
biossintese se inicia a partir do piruvato produzido na rota glicolitica e, diferente de terpenos
com cadeia menor que sao produzidos nos plastideos, os triterpenos sdo produzidos no
citoplasma das células!?.

A partir da acdo de um vasto maquinario enzimatico, o piruvato é convertido em
tioésteres doadores de duas unidades de carbono ancorados a coenzima A como mostrado
na figura 3. Quando trés unidades da acetilcoenzima A sdo unidas por condensagdes de
Claisen, é formado o precursor base dos friterpenos que origina o nome de sua rota
biossintética: o mevalonato. Subsequentes reducbes e uma fosforilagdo transformam o
mevalonato no pirofosfato de isopentenila (IPP), que se isomeriza para sua forma mais
substituida, o pirofosfato de dimetilalila (DMAPP). Trés unidades C5 de IPP/DMAPP
condensadas formam o pirofosfato de farnesila (FPP) e duas unidades de FPP formam o
esqualeno. A unidade C30 entdo sofre uma epoxidagdo para a formacdo do 2,3-
oxidoesqualeno que, por agcao da oxidoesqualeno ciclase, resulta na formagao dos anéis
caracteristicos dos triterpenos. Subsequentes rearranjos no esqueleto carbdnico geram o
esqueleto lupéanico, caracterizado pela presenga de um grupo propenila ligado ao anel
ciclopentano®?. Caso a hidroxila na posigdo 3 ndo seja removida por desidratases, tem-se o
lupeol (S1), composto principal deste trabalho.

O lupeol ja foi relatado em diversas espécies de plantas como nas raizes da
cenoura (Daucus carota), na semente do pepino (Cucumis sativus), na semente do melao
(Cucumis melo), nas sementes do cha-preto (Camellia sinensis), nas folhas de estévia (Stevia
rebaudiana), nos graos de soja (Glycine max), nos brotos de girassol (Helianthus annuus), e
em varias outras plantas assim como relatado!'"! por Abdullah e colaboradores.

Suas propriedades farmacologicas sdo amplamente estudadas devido a sua
conhecida capacidade de induzir a apoptose de células cancerigenas!'? e impedir suas
proliferagées, como em carcinomas epidermoides da linhagem A431. Além disso, também é
amplamente estudado em razao de sua atividade anti-inflamatérial™ nos sistemas digestivo,

nervoso e cardiovascular.
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Figura 3: Rota biossintética simplificada do lupeol.
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Lupeol (S1)

O lupeol é um composto lipofilico (IogPoctagua = 8,025!'4) e pouco absorvido pelo

organismo humano, logo, sua absorc¢ao e biodisponibilidade na corrente sanguinea € muito

reduzida. Tal fato pode ser contornado em virtude da presenga da hidroxila na posigéo 3 e da

dupla ligagdo na posicdo 20, que permitem modificagdes estruturais como uma forma de

inserir grupos mais polares. Diversos derivados semissintéticos de outros produtos naturais

ja foram reportados e amplamente estudados na literatura, chegando a fases clinicas mais

avangadas por demonstrarem boas atividades farmacolégicas.

Um dos compostos mais promissores € o bevirimat (Figura 4, (8)), um derivado

sintético do acido betulinico (Figura 4, (9)) que apresentou fortes atividades antivirais contra

o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ' inibindo a maturagéo viral e produzindo novos

individuos incapazes de infectar células saudaveis. Em 2007, os testes clinicos de fase |l
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foram finalizados e novos estudos foram cancelados devido a reacdes adversas em alguns
pacientes. Recentes estudos!'® de novas geragdes de derivados semissintéticos baseados no
bevirimat estdo sendo conduzidos a partir da analise dos grupos farmacoféricos da molécula,
e alguns demonstram atividades antivirais semelhantes.

Além disso, a metilbardoxolonal'”! (Figura 4, (10)), um derivado semissintético do
acido oleandlico (Figura 4, (11)), conseguiu maiores avangos em testes clinicos de fase Ill.
Em 2012, seus estudos para diabetes tipo 2 e faléncia cronica renal foram finalizados devido
a complicagdes cardiovasculares em alguns individuos. No entanto, tais descobertas abrem
um caminho promissor na quimica medicinal, visto que suas estruturas permitem o
planejamento de novos analogos uma vez que 0s grupos responsaveis pela atividade da

molécula podem ser identificados.

Figura 4: Estrutura quimica de alguns produtos naturais e seus derivados sintéticos.

>

Metilbardoxolona (10) Acido oleansico (11)

Em pesquisas recentes, alguns derivados do lupeol também demonstraram bons
resultados em testes antitumorais iniciais. Alguns ésteres derivados do lupeol com a inser¢ao
de aminoacidos (Figura 5, (12)) apresentaram resultados seletivos de ICso similares a
cisplatina para apoptose de células cancerigenas pulmonares!'® (linhagem A549), visto que
tais fragmentos sdo bem reconhecidos pelo organismo. Ademais, a maioria das modificagdes
relatadas se da pela inser¢do de novos grupos na hidroxila do lupeol, como a transformacéao
em carbamatos (Figura 5, (13)) ativos contra cancer hepatico (linhagem HepG2) com ICso =

3,3 uM, sendo menor quando comparado ao controle positivo de cisplatina (ICso = 4,05 uM)"9l,
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Figura 5: Exemplos de derivados sintéticos do lupeol encontrados na literatura.

Baseado nos exemplos citados e na versatilidade de possibilidades de se
realizarem modificacbes estruturais na hidroxila em C3, este trabalho visa a obtengao de
ésteres derivados do lupeol com o intuito de utiliza-los como “linkers”, ou conectores, para
insercao de grupos mais polares a partir de reagbes conhecidas como cicloadicdo azida/alcino
catalisada por cobre (abreviada como CuAAC), um dos exemplos de reagdes conhecidas
como “click chemistry”?®. Em 2019, Csuk" reuniu uma coletanea de triterpenos bioativos
derivados de reagbes de cicloadicdo para a formacado de triazéis. Com a descoberta da
CuAAC, por Sharpless e colaboradores??, como uma alternativa mais branda da cicloadigao
de Huisgen, o seu uso se popularizou como uma metodologia robusta para a unido de duas
espécies quimicas com alta economia atbmica e sem a necessidade de temperaturas
elevadas.

A CuAAC é um método regiosseletivo para a formagédo de 1,2,3-triazbis-1,4-
dissubstituidos, necessitando apenas de um 1,3-dipolo (como um grupo azida) e um
dipolardfilo (como um alcino). Estudos posteriores mostraram que a utilizagéo de ruténio como
catalizador favorece a formagéo do isémero 1,5-dissubstituido?®! como mostra a figura 6.

Figura 6: Reacgdes de cicloadigdo azida/alcino e seus diferentes regioisébmeros
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Segundo dados da plataforma Web of Science, o nimero de artigos publicados
envolvendo produtos naturais e click chemistry, ou CUAAC, aumentou exponencialmente ao

longo dos ultimos 25 anos, com cerca de 140 publicagbes anuais como mostra a figura 7.

Figura 7: Numero de artigos publicados ao longo dos ultimos 25 anos envolvendo produtos

naturais e reagdes de cicloadig¢ao.

Fonte: Portal de periédicos Web of Science, acessado em: 19/10/2025.

O grupo triazolico esta presente em diversos medicamentos encontrados no
mercado, sendo eles: antifungicos como o fluconazol (Figura 8, (14)) e o itraconazol (Figura
8, (15)); ansioliticos como o alprazolam (Figura 8, (16)), antivirais/antibiéticos como o
tazobactam (Figura 8, (17)) e a ribavirina (Figura 8, (18)); dentre outros, evidenciando o

potencial farmacolégico deste grupo, principalmente como antiflingicos?4.

Figura 8: Estruturas quimicas de farmacos contendo o grupo triazdlico.
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Diante dessas informagdes, o esquema 1 representa a retrossintese idealizada
neste trabalho. De inicio, a obtengao de derivados triazdlicos do lupeol utilizando substratos
como um grupo benzilico de diferentes substituicbes é possivel a partir da unido de benzil
azidas e um éster contendo um alcino terminal. A obtencao do intermediario éster € possivel
a partir da esterificacao de Steglich entre S1 e o acido pent-4-indico na presenga de um agente
de acoplamento. O preparo das azidas é possivel através de uma substituigdo nucleofilica
bimolecular utilizando azida de sddio e brometos benzilicos. Tal planejamento foi idealizado
de acordo com os reagentes disponiveis em laboratério em conjunto com as ideias
apresentadas e visa a obtencdo de derivados inéditos de um triterpeno obtido de fontes
naturais. Tendo em vista o potencial farmacolégico de derivados triazdlicos, a atividade

antifungica dos derivados sintetizados também sera avaliada.

Esquema 1: Esquema retrossintético das reagdes realizadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e métodos

O lupeol utilizado foi obtido a partir de extratos naturais estudados em trabalhos
anteriores do Nucleo de Estudo de Plantas Medicinais (NEPLAM) do Departamento de
Quimica da UFMG. Os demais reagentes foram obtidos de forma comercial via Sigma Aldrich
com grau de pureza maior que 95%.

Todas as reagbes foram acompanhadas utilizando cromatografia em camada
delgada (CCD) com placas comerciais de silica gel 60 (Sigma-Aldrich) e iodo molecular foi
utilizado como revelador quimico. A cromatografia em coluna (CC) aberta foi realizada
utilizando silica gel 230-400 mesh.

Os solventes diclorometano, hexano e acetato de etila empregados nos processos
de sintese e purificagao foram destilados antes do uso, sendo apenas o cloroférmio utilizado
com grau de pureza altissima (PA) sem tratamento prévio.

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando o espectrometro Bruker Avance
NEO Ascend (600 MHz) do Laboratério de Ressonéncia Magnética de Alta Resolugao
(LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG. Tetrametilsilano foi usado como padrao
interno e o solvente deuterado utilizado esta indicado em cada analise.

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos utilizando um
espectrofotdmetro FTIR — Shimadzu IRSpirit no modo ATR (reflectancia total atenuada) do
Centro de Ensino e Inovagao (CEI) do Departamento de Quimica da UFMG.

A triagem antifungica foi realizada pelo Laboratério de Microbiologia (LabMic) do

Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG.

4.2 Sintese do pent-4-inoato de lupeila

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 419,4 mg (0,98 mmol)
de $1, 75,1 mg (0,60 mmol) de 4-(N,N-dimetilamino)piridina e 251 mg (2,56 mmol) de acido

pent-4-indico em 10 mL de diclorometano e deixado sob agitagcdo durante 10 minutos.
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Decorrido esse tempo foram adicionados 230 upL (1,46 mmol) de N,N*-
diisopropilcarbodiimida sob constante agitagédo por 10 horas?. Ao fim da reagéo o solvente
foi removido em um evaporador rotatério e o material bruto foi purificado em uma coluna
cromatografica isocratica utilizando 13 g de silica e uma mistura 9:1 de hexano:cloroférmio
como fase movel. Ao fim do processo foi obtido 322 mg do produto S2 na forma de um sélido

branco. Rendimento: 64%.

(S2)
RMN de 'H (600 MHz, CDCls) &: 0,78-0,83 (m, 4H); 0,84-0,89 (m, 9H); 0,94-1,13 (m, 9H);
1,17-1,45 (m, 11H); 1,47-1,54 (m, 2H); 1,58-1,72 (m, 9H); 1,93 (m, 1H); 1,98 (t, 1H, J = 2,4
Hz); 2,39 (td, 1H, Js= 11,0 Hz, J.= 5,8 Hz); 2,50-2,58 (m, 4H); 4,51-4,55 (m, 1H); 4,58 (s, 1H);
4,70 (s, 1H) (A1, pag. 56)
RMN de °C (150 MHz, CDCls) 3: 14,5; 14,6; 16,0; 16,2; 16,5; 18,0; 18,2; 19,3; 20,9; 23,7;
25,1; 27,4; 27,9; 29,8; 33,8; 34,2; 35,5; 37,1; 37,8; 38,0; 38,3; 40,0; 40,8; 42,8; 43,0; 48,0;
48,3; 50,3; 55,4; 69,0; 81,4; 82,6; 109,4; 150,9; 171,5 (A2, pag. 56)
IV (v Max, cm™): 704, 874, 970, 1004, 1148, 1184, 1287, 1379, 1453, 1639, 1723, 2932, 3065,
3263 (A4, pag. 57)

4.3 Procedimentos gerais

4.3.1 A -Preparagao das azidas a partir dos brometos de benzila

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL foi adicionado 1 mmol de brometo de
benzila e 1,5 mmol de azida de sédio em dimetilsulfoxido. Apds a azida se dissolver
completamente foi adicionado uma quantidade catalitica de Kl e deixado sob vigorosa

agitagéo durante 12 horas!?%.

25



Apoés o término da reacao foram adicionados 50 mL de agua destilada e a fase
aquosa formada foi transferida para um funil de separacéo. Foi realizada uma extracao liquido-
liquido com diclorometano (3 x 40 mL) e a fase organica final foi coletada e reduzida em um
rotaevaporador até a obtencao de um o6leo. As azidas nao foram purificadas e seus
rendimentos foram estimados comparando os valores das integrais do sinal referente aos

hidrogénios metilénicos dos produtos e o sinal das impurezas presentes.

4.3.2 B - Preparagao dos 1,2,3-triazéis-1,4-dissubstituidos

Em um baldo de 10 mL foi adicionado 0,1 mmol de pent-4-inoato de lupeila e 0,12
mmol de azida em 2 mL de diclorometano sob constante agitacdo. Em um béquer foi
preparado uma solucéo contendo 0,03 mmol de CuS04.5H20 e 0,03 mmol de ascorbato de
sédio em 2 mL de agua destilada que foi rapidamente vertida sob a solugao contida no balao.
O sistema bifasico formado foi mantido sob vigorosa agitagdo durante 4 horas ou até o
desaparecimento da coloragdo amarela caracteristica dos ions de cobre (I) formados in situ.
Decorrido o tempo de reacgao, a fase organica foi avolumada com mais 5 mL de diclorometano
e o sistema foi vertido em funil de separagéo. A fase organica foi lavada com agua destilada
(83 x 10 mL) e brine (10 mL) para remogéao dos ions de cobre e posteriormente seca utilizando

MgSO4 e concentrada em rotaevaporador?7l,

4.4 Sintese das azidas benzilicas

441 1-(azidometil)-2,6-difluorobenzeno

O preparo do 1-(azidometil)-2,6-diflluorobenzeno (S3a) se deu de acordo com o
procedimento geral A. Quantidades utilizadas: 3,8 mmol (0,795 g) de 2-(bromometil)-1,3-
difluorobenzeno e 5,9 mmol (0,386 g) de NaN3 em 20 mL de dimetilsulféxido. Rendimento: 66%
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(S3a)
RMN de 'H (600 MHz, CDCls) &: 4,45 (s, 2H): 6,95-7,00 (m, 2H); 7,35 (m, 1H) (A5, pag. 58)

4.4.2 (Azidometil)benzeno

O preparo do (azidometil)benzeno (S3b) se deu de acordo com o procedimento
geral A. Quantidades utilizadas: 8,8 mmol (1,519 g) de (bromometil)benzeno e 13,3 mmol
(0,866 g) de NaNs em 20 mL de dimetilsulféxido. Rendimento: 76%

N3

(S3b)
RMN de "H (600 MHz, CDCls) &: 4,33 (s, 2H); 7,30-7,41 (m, 5H) (A6, pag. 58)

4.4.3 1-(azidometil)-2,3,4,5,6-pentafluorobenzeno

O preparo do 1-(azidometil)-2,3,4,5,6-pentafluorobenzeno (S3c) se deu de acordo
com o procedimento geral A. Quantidades utilizadas: 7,7 mmol (2,011 g) de 1-(bromometil)-
2,3,4,5,6-pentafluorobenzeno e 11,2 mmol (0,730 g) de NaN3; em 20 mL de dimetilsulféxido.
Rendimento: 85%
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RMN de 'H (600 MHz, CDCls) &: 4,48 (s, 2H) (A7, pag. 58)

4.4.4 1-(azidometil)-2-bromobenzeno

O preparo do 1-(azidometil)-2-bromobenzeno (83d) se deu de acordo com o
procedimento geral A. Quantidades utilizadas: 8,0 mmol (2,009 g) de 1-bromo-2-
(bromometil)benzeno e 12,0 mmol (0,786 g) de NaNz em 20 mL de dimetilsulfoxido.
Rendimento: 77%

Br

(S3d)

RMN de "H (600 MHz, CDCls) &: 4,48 (s, 2H); 7,20 (m, 1H); 7,33 (m, 1H); 7,38-7,49 (m, 1H);
7,58 (m, 1H) (A8, pag. 59)

4.4.5 1-(azidometil)-3-clorobenzeno

O preparo do 1-(azidometil)-3-clorobenzeno (S3e) se deu de acordo com o
procedimento geral A. Quantidades utilizadas: 11,1 mmol (2,282 g) de 1-(bromometil)-3-

clorobenzeno e 15,7 mmol (1,022 g) de NaN3 em 20 mL de dimetilsulfoxido. Rendimento: 80%

N3

cl
(S3e)

RMN de 'H (600 MHz, CDCls) &: 4,35 (s, 2H); 7,20-7,24 (m, 1H); 7,33-7,36 (m, 3H) (A9, pag.
59)
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4.4.6 1-(azidometil)-3-metilbenzeno

O preparo do 1-(azidometil)-3-metilbenzeno (S3f) se deu de acordo com o
procedimento geral A. Quantidades utilizadas: 13,3 mmol (2,473 g) de 1-(bromometil)-3-

metilbenzeno e 18,9 mmol (1,231 g) de NaNz em 20 mL de dimetilsulféxido. Rendimento: 82%

N3

CHj
(S3f)

RMN de 'H (600 MHz, CDCls) &: 2,41 (s, 3H); 4,33 (s, 2H); 7,14-7,21 (m, 3H); 7,31 (t, 1H, J =
7,54 Hz) (A10, pag. 59)

4.4.7 1-(azidometil)-4-nitrobenzeno

O preparo do 1-(azidometil)-4-nitrobenzeno (S3g) se deu de acordo com o
procedimento geral A. Quantidades utilizadas: 3,6 mmol (0,789 g) de 1-(bromometil)-4-

nitrobenzeno e 6 mmol (0,395 g) de NaNs em 20 mL de dimetilsulfoxido. Rendimento: 77%

N3

NO,
(S39)

RMN de 'H (600 MHz, (CD;).SO) &: 4,67 (s, 2H); 7,65 (d, 2H, J= 8,8 Hz); 8,25 (d, 2H, J= 8,8
Hz) (A11, pag. 60)
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4.5 Sintese dos triazois

4.5.1 3-(1-(2,6-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila

O preparo do 3-(1-(2,6-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila
(S4a) se deu de acordo com o procedimento geral B. Quantidades utilizadas: 0,12 mmol (62,0
mg) de pent-4-inoato de lupeila, 0,36 mmol (68,2 mg) de 1-(azidometil)-2,6-difluorobenzeno,
0,03 mmol (7,3 mg) de ascorbato de sodio e 0,04 mmol (9,2 mg) de CuS0O4.5H,0. Foi obtido
47,9 mg de um po branco apés CC utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila 7:3.
Rendimento: 58%

(S4a)
RMN de 'H (600 MHz, CDCls) &: 0,72-0,92 (m, 13H); 0,93-1,14 (m, 9H); 1,16-1,45 (m, 12H);
1,45-1,57 (m, 4H); 1,61-1,64 (m, 8H); 1,89-198 (m, 1H); 2,39 (td, 1H, J;= 11,0 Hz, J>= 5,8 Hz);
2,71 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 3,03 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 4,46 (t, 1H, J = 8,2 Hz); 4,59 (s, 1H); 4,70 (s,
1H); 5,59 (s, 2H); 6,95-7,00 (m, 2H); 7,34-7,40 (m, 2H) (A12, pag. 60)
RMN de "*C (150 MHz, CDCl3) &: 14,5; 15,9; 16,1; 16,5; 18,0; 18,2; 19,3; 20,9; 21,1; 23,6;
25,1; 27,4; 27,8; 29,8; 34,0; 34,2; 35,5; 37,0; 37,7; 38,0; 38,5; 40,0; 40,8; 41,1; 42,8; 43,0;
48,0; 48,2; 50,3; 55,3; 81,1; 109,35; 110,9; 111,7; 111,8; 121,0; 131,3; 146,8; 150,9; 160,5;
162,2; 172,5 (A13, pag. 60)
IV (v Max, cm™): 545, 750, 800, 882, 978, 1033, 1133, 1181, 1380, 1472, 1593, 1627, 1725,
2938, 3073 (A13, pag. 62)
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4.5.2 3-(1-(benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila

O preparo do 3-(1-(benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila (S4b) se deu
de acordo com o procedimento geral B. Quantidades utilizadas: 0,11 mmol (59,0 mg) de pent-
4-inoato de lupeila, 0,36 mmol (48,6 mg) de (azidometil)benzeno, 0,04 mmol (7,9 mg) de
ascorbato de sédio e 0,03 mmol (7,6 mg) de CuSO4.5H,0. Foi obtido 51,0 mg de um p6 branco

apo6s CC utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila 7:3. Rendimento: 67%

(S4b)
RMN de 'H (600 MHz, CDClIs) &: 0,73-0,88 (m, 13H); 0,91-1,13 (m, 10H); 1,17-1,44 (m, 12H);
1,45-1,55 (m, 4H); 1,61-1,73 (m, 9H); 1,89-1,99 (m, 1H); 2,39 (td, 1H, J;= 11,0 Hz, J.= 5,8
Hz); 2,71 (t, 2H, J=7,3 Hz); 3,03 (t, 2H, J=7,3 Hz); 4,46 (i, 1H, J= 8,2 Hz); 4,59 (s, 1H); 4,70
(s, 1H); 5,49 (s, 2H); 7,24-7,27 (m, 3H); 7,35-7,39 (m, 2H) (A20, pag. 64)
RMN de *C (150 MHz, CDCl;) &: 14,5; 15,9; 16,1; 16,5; 18,0; 18,2; 19,3; 20,9; 21,1; 23,6;
25,1; 27,4; 27,8; 29,8; 34,0; 34,2; 35,5; 37,0; 37,7; 38,0; 38,3; 40,0; 42,8; 43,0; 48,0; 48,2;
50,3; 54,0; 55,3; 81,1; 109,3; 121,0; 128,0; 128,6; 129,0; 134,7; 147,0; 150,9; 172,5 (A21, pag.
65)
IV (v Max, cm™): 548, 696, 717, 882, 977, 1009, 1182, 1380, 1453, 1640, 1726, 2935, 3068
(A23, pag. 66)

4.5.3 3-(1-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de
lupeila

O preparo do 3-(1-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato
de lupeila (S4c) se deu de acordo com o procedimento geral B. Quantidades utilizadas: 0,10

mmol (50,9 mg) de pent-4-inoato de lupeila, 0,22 mmol (50,0 mg) de 1-(azidometil)-2,3,4,5,6-
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pentafluorobenzeno, 0,03 mmol (7,5 mg) de ascorbato de sddio e 0,03 mmol (7,8 mg) de
CuS04.5H,0. Foi obtido 27,3 mg de um p6 branco apoés CC utilizando uma mistura de hexano

e acetato de etila 7:3. Rendimento: 37%

F (S4c)

RMN de 'H (600 MHz, CDCIs) &: 0,73-0,88 (m, 13H); 0,91-1,13 (m, 10H); 1,17-1,44 (m, 12H);
1,45-1,55 (m, 4H); 1,61-1,73 (m, 8H); 1,89-1,99 (m, 1H); 2,39 (td, 1H, J1= 11,0 Hz, J.= 5,8
Hz); 2,71 (t, 2H, J=7,3 Hz); 3,03 (t, 2H, J=7,3 Hz); 4,47 (i, 1H, J= 8,2 Hz); 4,59 (s, 1H); 4,70
(s, 1H); 5,59 (s, 2H); 7,43 (s, 1H) (A24, pag. 66)

RMN de "*C (150 MHz, CDCl;) &: 14,5; 15,9; 16,1; 16,5; 18,0; 18,2; 19,3; 20,9; 21,1; 23,6;
25,1; 27.,4; 27,8; 29,8; 34,0; 34,2; 35,5; 37,0; 37,7; 38,0; 38,3; 40,0; 40,6; 40,8; 42,8; 43,0;
48,0; 48,2; 50,3; 54,0; 55,3; 81,1; 109,3; 121,2; 147,2; 150,9; 172,5 (A25, pag. 67)

IV (v Max, cm™): 546, 677, 799, 885, 914, 967, 1009, 1131, 1187, 1231, 1379, 1433, 1511,
1663, 1728, 2940, 3088 (A27, pag. 68)

4.5.4 3-(1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila

O preparo do 3-(1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila
(S4d) se deu de acordo com o procedimento geral B. Quantidades utilizadas: 0,11 mmol (57,3
mg) de pent-4-inoato de lupeila, 0,23 mmol (50,3 mg) de 1-(azidometil)-2-bromobenzeno, 0,03
mmol (7,7 mg) de ascorbato de sddio e 0,03 mmol (7,6 mg) de CuS0O4.5H,0. Foi obtido 54,5
mg de um po6 branco apdés CC utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila 7:3.
Rendimento: 67%

32



Br

(S4d)
RMN de "H (600 MHz, CDCls) &: 0,75-0,88 (m, 15H); 0,98-1,14 (m, 10H); 1,17-1,44 (m, 13H);
1,45-1,56 (m, 4H); 1,62-1,73 (m, 10H); 1,89-1,99 (m, 1H); 2,39 (td, 1H, J; = 11,0 Hz, J.= 5,8
Hz); 2,73 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 3,05 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 4,47 (t, 1H, J = 8,2 Hz); 4,59 (s, 1H): 4,70
(s, 1H); 5,63 (s, 2H); 7,13 (d, 1H, J = 7,6 Hz): 7,23 (t, 1H, J = 7,6 Hz); 7,28 (s, 1H); 7,30 (t, 1H,
J=7,5Hz); 7,65 (d, 1H, J = 7,9 Hz) (A28, pag. 68)
RMN de *C (150 MHz, CDCls) &: 14,5; 15,9; 16,1; 16,5; 18,0; 18,2; 19,3; 20,9; 21,2; 23,6;
25,1; 27,4; 27,8: 29,8: 34,0; 34,2; 35,5 37,0; 37,8; 38,0; 38,3; 40,0; 40,8; 42,8; 43,0; 48,0;
48,2; 50,3; 53,6; 55,3; 81,1; 109,3; 121,4; 123,4; 128,2; 130,2; 130,3; 133,1; 134,3; 146,9;
150,9; 172,5 (A29, pag. 69)
IV (v Max, cm™): 548, 658, 746, 882, 978, 1027, 1145, 1220, 1253, 1380, 1443, 1640, 1722,
2940, 3070 (A31, pag. 70)

4.5.5 3-(1-(3-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila

O preparo do 3-(1-(3-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila (S4e)
se deu de acordo com o procedimento geral B. Quantidades utilizadas: 0,10 mmol (50,7 mg)
de pent-4-inoato de lupeila, 0,23 mmol (50,3 mg) de 1-(azidometil)-3-clorobenzeno, 0,04 mmol
(7,9 mg) de ascorbato de sddio e 0,03 mmol (7,2 mg) de CuS04.5H,0. Foi obtido 46,4 mg de
um po branco apds CC utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila 7:3. Rendimento:
69%
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(Sde)
RMN de "H (600 MHz, CDCls) &: 0,76-0,87 (m, 14H); 0,91-1,13 (m, 10H); 1,17-1,44 (m, 13H);
1,45-1,57 (m, 4H): 1,62-1,73 (m, 9H); 1,89-1,97 (m, 1H): 2,39 (td, 1H, J;= 11,0 Hz, J.= 5,8
Hz); 2,73 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 3,05 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 4,45 (t, 1H, J = 8,2 Hz); 4,59 (s, 1H): 4,70
(s, 1H); 5,46 (s, 2H); 7,13 (d, 1H, J = 7,3 Hz); 7,27-7,35 (m, 4H) (A32, pag. 70)
RMN de °C (150 MHz, CDCls) 3: 14,5; 15,9; 16,1; 16,5; 18,0; 18,2; 19,3; 20,9; 21,2; 23,6;
25,1; 27,4; 27,8: 29,8: 33,9; 34,2; 35,5: 37,0; 37,8; 38,0; 38,3; 40,0; 40,8; 42,8; 43,0; 48,0;
48,2; 50,3; 53,6; 55,3; 81,1; 109,3; 121,4; 126,0; 128,0; 128,9; 130,4; 130,3; 134,9; 136,7;
147,2: 150,9; 172,4 (A33, pag. 71)
IV (v Max, cm™): 548, 681, 750, 882, 977, 1050, 1174, 1245, 1380, 1445, 1577, 1640, 1726,
2936, 3068 (A35, pag. 72)

4.5.6 3-(1-(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila

O preparo do 3-(1-(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila (S4f)
se deu de acordo com o procedimento geral B. Quantidades utilizadas: 0,09 mmol (50,3 mg)
de pent-4-inoato de lupeila, 0,23 mmol (50,3 mg) de 1-(azidometil)-3-clorobenzeno, 0,03 mmol
(7,6 mg) de ascorbato de sddio e 0,04 mmol (7,8 mg) de CuS04.5H,0. Foi obtido 46,6 mg de
um po branco apdés CC utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila 7:3. Rendimento:
72%
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(S4f)

RMN de "H (600 MHz, CDCls) &: 0,73-0,86 (m, 15H); 0,91-1,12 (m, 11H); 1,17-1,44 (m, 14H);
1,47-1,55 (m, 4H); 1,62-1,73 (m, 10H); 1,89-1,97 (m, 1H); 2,35 (s, 3H); 2,39 (td, 1H, = 11,0
Hz, J,= 5,8 Hz); 2,72 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 3,03 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 4,45 (t, 1H, J = 8,2 Hz); 4,59
(s, 1H): 4,70 (s, 1H); 5,44 (s, 2H); 7,04-7,10 (m, 2H); 7,18 (d, 1H, J = 7,5 Hz); 7,23-7,26 (m,
2H) (A36, pag. 72)

RMN de °C (150 MHz, CDCls) &: 14,5; 15,9; 16,1; 16,5; 18,0; 18,2; 19,3; 20,9; 21,2; 21,3;
23,6; 25,1; 27,4; 27,8: 29,8: 34,0; 34,1; 35,5; 37,0; 37,8; 38,0; 38,3; 40,0; 40,8; 42,8; 43,0;
48,0; 48,2; 50,3; 54,0; 55,3; 81,1; 109,3; 120,9; 125,1; 128,7; 128,9; 134,6; 138,9; 146,9; 150,9;
172,4 (A37, pag. 73)

IV (v Max, cm*'): 548, 744, 882, 978, 1009, 1145, 1176, 1250, 1380, 1446, 1640, 1725, 2939,
3070 (A39, pag. 74)

4.5.7 3-(1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila

O preparo do 3-(1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propanoato de lupeila (S4g)
se deu de acordo com o procedimento geral B. Quantidades utilizadas: 0,09 mmol (50,4 mg)
de pent-4-inoato de lupeila, 0,23 mmol (50,3 mg) de 1-(azidometil)-4-nitrobenzeno, 0,03 mmol
(7,5 mg) de ascorbato de sddio e 0,03 mmol (7,3 mg) de CuS04.5H,0. Foi obtido 29,5 mg de
um po branco apés CC utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila 7:3. Rendimento:
43%
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O,N (S49)

RMN de 'H (600 MHz, CDCls) &: 0,72-0,87 (m, 14H); 0,92-1,12 (m, 10H); 1,17-1,44 (m, 13H);
1,45-1,56 (m, 4H); 1,49-1,73 (m, 9H); 1,89-1,97 (m, 1H); 2,39 (td, 1H, J;=11,0 Hz, J>= 5,8 HZz);
2,74 (t, 2H, J=7,3 Hz); 3,03 (t, 2H, J = 7,3 Hz); 4,45 (t, 1H, J = 8,2 Hz); 4,59 (s, 1H); 4,70 (s,
1H); 5,61 (s, 2H); 7,35 (s, 1H); 7,39 (d, 2H, J = 8,6 Hz); 8,23 (d, 2H, J = 8,6 Hz) (A40, pag. 74)
RMN de "*C (150 MHz, CDCls) &: 14,5; 15,9; 16,1; 16,5; 18,0; 18,2; 19,3; 20,9; 21,1; 23,7;
25,1; 27,4; 27,8; 29,8; 33,9; 34,1; 35,5; 37,0; 37,8; 38,0; 38,3; 40,0; 40,8; 42,8; 43,0; 48,0;
48,2;50,3; 52,9; 55,3; 81,1; 109,3; 121,4; 124,2; 128,5; 141,8; 147,5; 148,0; 150,9; 172,4 (A41,
pag. 75)

IV (v Max, cm™): 548, 732, 799, 882, 978, 1145, 1178, 1248, 1344, 1446, 1517, 1607, 1640,
1725, 2939, 3071 (A43, pag. 76)

4.6 Ensaio de determinagcdao da concentragdo inibitéria minima

(CIM) frente a linhagens fungicas

O ensaio realizados pelo Laboratério de Microbiologia (LabMic) do Instituto de
Ciéncias Biolégicas para a determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foram
realizados seguindo o protocolo de microdiluigdo proposto pelo “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI) por meio do documento M27-A3/?8., Foram testadas concentragdes
entre 0,5 e 512 ug/mL, com diluigbes sucessivas multiplas de duas unidades, para cada um
dos compostos avaliados diluidos em dimetilsulfoxido.

Foram utilizadas linhagens de Cryptococcus neoformans (H99 - ATCC 208821),
Cryptococcus gattii (R265), Candida albicans ( ATCC 18804) e Candida parapsilosis (ATCC
22019). As células fungicas foram ressuspensas em solucao salina 0,85% esterilizada e foi

realizada a medida espectrofotométrica da transmitancia no comprimento de onda de 530 nm.
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Como controle, a suspensao de inéculo padrao foi adicionada ao meio de cultura na auséncia
dos compostos. As placas foram incubadas a 37 °C, em camara Uumida, por 72 h para
linhagens de Cryptococcus e por 24h para linhagens de Candida. A CIM foi determinada

visualmente como 100% de inibicdo, quando comparado com o controle de crescimento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pent-4-inoato de lupeila

O éster S2 foi sintetizado conforme mostra o esquema 2. O andamento da reagao
é facilmente observado devido a formacao da 1,3-diisopropilureia como subproduto que, por

ser pouco soluvel em diclorometano, precipita na forma de um sélido branco no meio reacional.

Esquema 2: Esquema reacional da esterificagao de Steglich.

DIC, DMAP, DCM
64%

A primeira etapa do processo compreende uma reagao acido-base entre o acido
pent-4-indico e a 4-(N.N-dimetilamino)piridina (DMAP), resultando em um carboxilato que
ataca o carbono sp da N,N'-diisopropilcarbiimida (DIC), ativando a carbonila e transformando
a hidroxila em um bom grupo abandonador. Em seguida, a DMAP realiza uma nova adi¢ao
eletrofilica, expulsando 1,3-diisopropilureia e formando um intermediario catiénico labil. Por
fim, o alcool $1 realiza o ultimo ataque nucleofilico a carbonila formando o composto S2 e
liberando DMAP que atua como um catalisador. O mecanismo da reacao esta simplificado na
figura 9 a seguir. Por ser realizada em uma condigédo mais branda, a esterificacdo de Steglich
€ uma metodologia mais adequada quando comparada com a esterificacdo de Fisher que
requer uma catalise por um acido forte, fato que pode ocasionar reac¢des indesejadas entre o

acido e as insaturacoes.
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Figura 9: Mecanismo da esterificagdo de Steglich entre S1 e S2.
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Para a caracterizagao do produto (S2) foi feita uma comparag¢ao com os dados da
literatura previamente reportados por Miguel e colaboradores?®. O espectro de RMN de 'H de
S2 apresenta seis simpletos referentes as metilas do esqueleto carbdnico em 640,81, 0,86,
0,88, 0,96 e 1,05 ppm, sendo sinais caracteristicos de triterpenos pentaciclicos

A substituicdo da hidroxila no carbono 3 por um grupo éster causa um aumento
no valor do deslocamento quimico do hidrogénio ligado ao mesmo. Tendo em vista que o
oxigénio do éster é capaz de doar seus elétrons por ressonancia para a carbonila, sua carga
parcial positiva acaba afetando diretamente o carbono 3 do lupeol que passa a ter seu nucleo

mais desblindado, e consequentemente, afetando o hidrogénio como mostra a figura 10.
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Figura 10: Comparacgao da mudanga de deslocamento quimico do sinal de H-3 no lupeol (A) e no

pent-4-inoato de lupeila (B).
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Além disso € possivel observar trés novos sinais referentes aos hidrogénios do
grupo pent-4-inoato como mostra a figura 11. Os dois multipletos, equivalentes a dois
hidrogénios cada, de &4 2,50 a 2,60 ppm s&o referentes aos hidrogénios metilénicos em C2’
e C3' e o tripleto em 84 1,98 ppm referente ao hidrogénio acetilénico terminal em C5'. E
interessante destacar que € possivel observar o acoplamento entre o hidrogénio terminal com
o CH2 mais préximo, com quatro ligagdes quimicas de distancia. Tal fato é evidenciado pelo

baixo valor de J = 2,4 Hz, caracteristico de acoplamentos de longa distancia.
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Figura 11: Expansao do espectro de 'H de (S2) evidenciando sinais do grupo pent-4-inoato.
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Ademais, é possivel observar no espectro de *C do produto obtido o surgimento
de cinco novos sinais como mostra a figura 12. Primeiramente, o aparecimento do sinal em
Oc 171,5 ppm e o deslocamento do sinal referente ao C3 de &¢ 79,0 para 82,7 ppm indicam a
formacao do éster e evidencia a presenca da carbonila C1’ na molécula. Os sinais em &¢ 82,7
e 69,0 ppm estdo relacionados com os carbonos sp da ligagdo tripla, sendo o carbono
secundario o mais desblindado. Tal atribuicdo pode ser confirmada comparando as
intensidades desses dois sinais, onde o carbono hidrogenado produz um sinal mais intenso
devido a transferéncia de polarizagéo do hidrogénio para o carbono em decorréncia do efeito
NOE (nuclear overhauser effect). Por fim, os sinais em &¢c 33,9 e 23,7 ppm pertencem aos

carbonos metilénicos C2’ e C3’, respectivamente.
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Figura 12: Atribuigbes relevantes do espectro de 3C de (S4a).
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A figura 13 mostra a analise do espectro de DEPT-135 da molécula. E esperado
em espectros de DEPT-135 sinais com fase positiva referentes a CH e CHs, sinais com fase
negativa referentes a CH, e a auséncia de sinais de carbonos quaternarios ou nao
hidrogenados. Dito isso, para os sinais em dc 23,7 e 33,9 ppm & possivel observar a inversao
da fase, corroborando para sua definicdo como sendo os dois carbonos metilénicos do grupo
pent-4-inoato, além do desaparecimento do sinal do carbono carbonilico em &¢c 171,5 ppm,
assim como esperado. O sinal em &¢c 69,0 ppm permanece com fase positiva corroborando
com a atribuicdo do carbono hidrogenado C5’. No entanto, o sinal que se refere ao carbono
nao hidrogenado do alcino em &¢c 82,7 ppm também é observado. Isso se da ao forte
acoplamento de segunda ordem 2J(**C-'H) = 50 MHz entre o carbono C4’ e o hidrogénio em

C5’, que produz uma interagao forte o suficiente para gerar o sinal observado.

42



Figura 13: Espectro de DEPT-135 do produto (S2) evidenciando os sinais &c (ppm): 23,7 (C3’); 33,9
(C2); 69,0 (C5") e 82,7 (C4").
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No espectro de FTIR (APENDICE, A4, pag. 57) é possivel observar bandas de
absorgao caracteristicas da fungdo éster como: v C=0 em 1723 cm™"; v C-CO-O em 1287 cm"
e v C-O em 1184 cm™ e a auséncia de uma banda larga referente a hidroxila indicando que
houve a modificacdo esperada.

Além disso, é possivel observar bandas em 3065 cm™ e 1639 cm™ devido aos
estiramentos C-H e C=C da ligacdo dupla do lupeol além de sinais caracteristicos de
estiramentos C-H ligados a carbonos sp® presentes em 2935 cm™ (estiramento C-H) e ao
longo de toda a regiao de fingerprint da molécula.

Em 3263 cm™ é possivel observar uma banda fina referente ao estiramento da
ligagdo C-H do alcino. Em geral essa absorgéo € acompanhada de uma banda fraca em torno
de 2100 cm™ (v C=C) mas que esta ausente no espectro do composto relatado. Possiveis
explicagbes incluem a baixa sensibilidade da técnica de ATR e a sobreposigdo com o sinal do
CO- suprimido. A presenga da banda em 3263 cm™', adjunto com os espectros de RMN e a
mudanca no fator de retengdo na CCD usando padrao dos reagentes corroboram com a

presenca da ligagao tripla na molécula e a formagao do produto.
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5.2 Azidas

A sintese das azidas benzilicas através de uma substituicdo nucleofilica
bimolecular esta simplificada no esquema 3.

Esquema 3: Esquema reacional simplificado da substituicdo nucleofilica bimolecular realizada.

N S3aR = 2,6-F 66%
N7 S3bR=H 76%
S3c R =2,3,4,5,6-F 85%
NaNs3, Kl (cat) S3d R =2-Br77%
X —> X S3e R = 3-Cl 80%
R~ DMSO R _ S3f R = 3-Me 82%
= S3g R = 4-NO, 7%

O uso de iodeto de potassio em quantidade catalitica permite aumentar a
velocidade da reacdo uma vez que o ion iodeto é capaz de atuar como nucledfilo e substituir
0 bromo na molécula. Por ser mais volumoso, este se torna um grupo abandonador ainda
mais eficiente e acelera o ataque de outros nucledfilos como o ion azidal*?l.

A caracterizagdo dos produtos obtidos se deu pela analise dos espectros de RMN
de "H comparados aos publicados na literatura, além do acompanhamento da reagao por CCD.
Em todos os espectros de 'H dos produtos é possivel notar um alto valor de deslocamento
quimico para o sinal do hidrogénio metilénico, visto que este esta préximo de um grupo azida
altamente retirador de densidade eletronica por efeito indutivo.

Logo, a presenga de um simpleto em uma regiao entre 4 e 5 ppm com integragao
equivalente a dois hidrogénios, em conjunto com os sinais de hidrogénios aromaticos e a
mudanca dos fatores de reteng¢édo na CCD corroboram para confirmar uma conversao total de
reagente para produto.

No espectro de 'H de S3a ¢ possivel identificar a presenga dos seguintes sinais:
um simpleto em 64 4,45 ppm, um multipleto em &y 6,98 ppm e um ftripleto triplo em &4 7,35
ppm decorrente de multiplos acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos e os atomos de

flior como mostra a figura 14.

44



Figura 14: Ampliacdo do espectro de 'H do composto (S3a) e suas atribuigoes.
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5.3 1,2,3-triazois-1,4-dissubstituidos

Os produtos finais deste trabalho foram obtidos como expresso no esquema 4.

Esquema 4: Obtencio dos triazois S4a-S4g a partir das azidas benzilicas $3a-S3g e do

pent-4-inoato de lupeila S2.

cu(l)

Z (S3a-S3g)

S4aR = 2,6-F 58%

S4b R =H 67%

S4c R = 2,3,4,5,6-F 37%
S4d R = 2-Br 67%

S4e R = 3-Cl 69%

S4f R = 3-Me 72%

S4g R = 4-NO, 43%

N\ J
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Diversas propostas mecanisticas baseadas em calculos tedricos ja foram
reportadas na literatural®'l. De modo geral, a reagéo se inicia a partir da complexagédo dos
orbitais d vazios dos ions de cobre(l) com os orbitais 1 ligantes do alcino como mostra a figura
15. Sendo o hidrogénio acetilénico relativamente acido (pka em torno de 25), sua abstracao e
consequente substituicdo por um ion de cobre é o que possibilita o inicio do ciclo catalitico
(A). Uma vez complexado, o cobre entdo € capaz de atrair o nitrogénio mais nucleofilico da
azida (B) e formar um estado de transicdo que se assemelha a um anel de seis membros
criando a primeira ligacdo C-N e evidenciando a regioesseletividade da reacéo (C). A partir
desse estado, a molécula se rearranja expulsando o ion de cobre endociclico e formando o
esqueleto triazdlico (D). A etapa de finalizagdo compreende a transferéncia de prétons entre

a molécula formada e outro alcino terminal, regenerando o ciclo catalitico (E).

Figura 15: Mecanismo simplificado da cilcoadi¢gao azida/alcino.
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Para a caracterizagdo dos produtos obtidos foi realizada uma analise dos
espectros de RMN de uma e duas dimensbes do composto S4a a fim de determinar a
formagdo do grupo triazolico. Baseado nessa analise, os demais compostos foram
caracterizados de acordo com sinais diagndsticos obtidos pela andlise completa de S4a.

A primeira evidéncia da transformacao é a modificacdo do sinal referente ao
hidrogénio metilénico do grupo benzila. Enquanto esse hidrogénio possuia um deslocamento

quimico de dx 4,45 ppm na azida, no triazol seu valor chega a 645,59 ppm. Tal mudanga pode
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ser explicada pela vizinhanga de um novo sistema aromatico onde a ressonancia gera uma
carga formal positiva no atomo de nitrogénio diretamente ligado a esse carbono.

Além disso é possivel perceber a modificagdo dos sinais dos hidrogénios
metilénicos entre a carbonila e o triazol. Semelhante ao hidrogénio benzilico, esses atomos
também sofrem o efeito de desblindagem gerado pela formagao do anel.

Outro fato que comprova a formacao do anel aromatico é o aparecimento de um
simpleto em torno de &+ 7,40 ppm junto aos sinais dos hidrogénios benzilicos, associado ao
hidrogénio do anel triazdlico. Esse fato pode ser confirmado nos espectros do composto S4c
e S4g onde nao ha sobreposicao e esses sinais sdo mais evidentes.

Com o aparecimento de diversos sinais em regides de alto deslocamento quimico
do espectro de carbono, é necessario o uso dos espectros em duas dimensodes a fim de
determinar o valor do deslocamento dos carbonos constituintes do anel triazdlico.
Primeiramente, é possivel tracar as correlagdes dos hidrogénios e seus respectivos carbonos

utilizando o mapa de contornos HSQC como mostra a figura 16.

Figura 16: Mapa de contornos HSQC do composto (S4a) e algumas atribuigbes.
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Em uma primeira andlise é possivel notar que o sinal do hidrogénio triazdlico se

sobrepbs ao sinal do hidrogénio em C4” do anel benzilico. Logo, ha a possibilidade de ambos
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os sinais de carbono, em &¢ 121,0 e 131,2 ppm, serem referentes ao carbono hidrogenado
C5’ do triazol.

Por isso, € necessario observar as correlagdes obtidas a partir do mapa de
contornos HMBC para identificar as vizinhangas dos grupos discutidos anteriormente como

mostra a figura 17.

Figura 17: Expansao do mapa de contornos HMBC de (S4a).
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Pelo mapa de contornos € possivel perceber manchas de correlagdo entre os
hidrogénios metilénicos em C2’ e C3’ (&n 2,70 e 3,30 ppm) com o carbono carbonilico e os
carbonos em &; 121,0 e 146,8 ppm. Tal fato permite sanar a duvida gerada pelo HSQC e
definir o carbono em &; 121,0 ppm como sendo o carbono triazdlico C5’ e em &: 131,2 ppm
como sendo o carbono C4” aromatico.

Outra correlagdo que comprova a existéncia do éster é uma interagéo 2J entre o
hidrogénio carbindlico do lupeol (H-3) em &u 4,47 ppm com o carbono carbonilico C1’,
evidenciando o ponto da ligacao formada na esterificagao de Steglich.

Além disso, o hidrogénio benzilico (6+ 5,60 ppm) também produz correlagédo com
o carbono triazdlico e com os sinais aromaticos em 6.111,7, 160,5 e 162,2 ppm. A correlagao
com os sinais em & 160,5 e 162,2 ppm também é compartilhada com os sinais dos

hidrogénios do anel benzilico, logo, é possivel propor que ambos sejam pertencentes aos
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carbonos fluorados. O acoplamento C-F da ordem de 244 Hz é forte o suficiente para
desdobrar esses sinais em um dupleto e gerar uma diferenca de duas unidades de ppm como
observado. O mesmo ocorre com o carbono em &: 111,7 ppm, porém de menor intensidade
e uma constante de acoplamento J = 22,2 Hz, tipica de acoplamentos C-F em posicao orto.
O sinal em &; 131,2 ppm também apresenta um acoplamento com os atomos de flior com
uma constante J = 10,1 Hz, caracteristica de acoplamentos meta.

A partir dessas analises, as atribuicbes do espectro de carbono podem ser

observadas na figura 18.

Figura 18: Espectro de carbono do composto S4a e algumas atribui¢des.

(N [ BN =] O (38 [ame) — O <
c\Q =) — o — — o
= O W Ly = [ o~ — — O
— — — — — — — — — —
NS N
c4' ca C5
cr C2’e C6 \ 3. C5

T T T T T

T T T T " T T T T
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
Sendo assim, alguns sinais evidenciam a formacao do triazol: os sinais de carbono

em 6. 121,0 e 146,9 ppm e dois sinais de hidrogénio simpleto em &4 7,39 ppm e em &y 5,60

ppm. A tabela 1 a seguir apresenta esses sinais para os demais compostos sintetizados.
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Tabela 1: Sinais caracteristicos que envidenciam a formacao dos 1,2,3-triazéis-1,4-dissubstituidos;

Composto 8. C4’ (ppm) 8. C5’ (ppm) | 81 H triazdlico | &un H benzilico na | du H benzilico no
(ppm) azida (ppm) triazol (ppm)
S4a 121,0 146,8 7,39* 4,45 5,60
S4b 121,0 147,0 7,37 4,33 5,49
S4c 121,2 147,2 7,43 4,48 5,59
S4d 121,4 146,9 7,28 4,48 5,63
S4e 121,4 147,2 7,27-7,35* 4,36 5,46
S4f 120,9 146,9 7,25* 4,33 5,44
S4g 121,4 147.,5 7,35 4,67 5,61

*sinal sobreposto com os hidrogénios benzilicos

Nos espectros de FTIR dos produtos (APENDICE, A15, A23, A27, A31, A35, A39,
AA43, pags. 62-76) é possivel observar a presenc¢a das bandas de absor¢ao do grupo éster
comov C=0 em 1723 cm™, v C-CO-O em 1287 cm™ e v C-O em 1184 cm™. Além disso o
desaparecimento da banda de absorcao referente ao estiramento C-H acetilénico também
evidencia a ciclo adi¢ao.

Em decorréncia da complexidade da regido abaixo de 1500 cm™ devido a
sobreposi¢cao de diversas bandas referentes aos grupos funcionas da molécula, a atribuicao
das bandas do anel triazélico pode nao ser muito especifica. A literatura relatara a existéncia
de estiramentos entre 1500 e 1200 cm™ referente a deformagbes das ligagbes C=N e é
possivel observar bandas nessa regido em todos os espectros obtidos®?. Porém tal andlise
pode ser prejudicada pela presenga do anel benzénico que também possui bandas nessa
regiaot?.

Adicionalmente, o grupo azida &€ amplamente conhecido por produzir uma banda
forte e pronunciadal® na regigo de 2000 a 2100 cm™, fato que n&o é observado nos espectros

dos triazdis evidenciando a formagao dos produtos esperados e sua pureza.

5.4 Triagem antifungica

A tabela 2 a seguir representa os valores da concentragao inibitéria minima (CIM)

dos compostos sintetizados.
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Tabela 2: Concentragdo inibitéria minima dos intermediarios e produtos finais frente a Cryptococcus

neoformans, Cryptococcus gattii, Candida albicans e Candida parapsilosis.

Concentragao inibitéria minima CIM (ug/mL)
Linhagem S1 S2 S4a S4b S4c S4d S4e S4f S4g
C. albicans 512 | 512 128 512 128 512 512 512 512
C. parapsilosis | 512 | 512 128 512 128 512 512 512 512
C. neoformans | 512 | 512 128 512 128 512 512 512 512
C. gattii 512 | 512 128 512 128 512 512 512 512

A partir dos resultados obtidos € possivel observar que apenas dois compostos se
destacaram frente aos testes realizados. Sendo a triagem (ou screening) um método
exploratério da capacidade antifungica, ndo é utilizado um controle padrao positivo com
antifungico conhecido. Logo, alguns autores determinam valores de CIM como referéncia para
o teste.

No geral, valores abaixo ou préximos de 100 sédo considerados ativos e valores
acima s&o considerados fracos ou inativos frente as cepas testadas® %, Dessa forma, os
compostos fluorados S4a e S4c demonstraram resultados promissores frente aos fungos
avaliados quando comparado com os demais compostos. Tal resultado também permite inferir
que o fluor no anel aromatico € um grupo relevante para o aumento da bioatividade em relagao
ao produto natural, visto que os demais compostos apresentaram uma atividade similar ao
lupeol S1.

Para compostos que possuem expressivas propriedades antifungicas, é esperado
um valor de CIM menor que 10 ug/mL. No entanto, os resultados obtidos s&o importantes uma
vez que demonstram que a inser¢cao de determinados grupos farmacoféricos tem grande
potencial para o aumento da atividade bioldgica de derivados semissintéticos de triterpenos

pentaciclicos quando comparados ao produto natural inicial.
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6 CONCLUSAO

A partir da rota sintética proposta foi possivel a obtencéo e caracterizacio de sete
derivados benziltriazdlicos inéditos do lupeol, observando o sucesso das modificacoes
estruturais propostas bem como a formagédo do anel triazdlico a partir da metodologia de
cicloadigcdo CuAAC, obtendo rendimentos globais que variaram de 23 a 46% em duas etapas.

Também foi possivel realizar as devidas caracterizagbes com as técnicas
espectrométricas propostas bem como discussées acerca dos mapas de contornos das
técnicas de RMN em duas dimensdes.

Ademais, foi possivel também preparar os reagentes intermediarios da cicloadig¢ao
a partir de duas etapas adicionais envolvendo uma esterificacdo e uma substituicao
nucleofilica.

Pela triagem foi possivel identificar dois compostos promissores, S4a e S4c, com
propriedade antifungica moderada. Com os estudos preliminares foi possivel observar um
aumento da atividade biolégica dos derivados fluorados frente ao lupeol, evidenciando o
potencial para se investigar novos alvos biologicos a partir de semissintese e elaborar novas

estratégias de modificagbes visando a otimizagao de tal atividade.
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APENDICE

A1: Espectro de RMN de "H (600 MHz, CDCIs) do pent-4-inoato de lupeila (S2)

v HMJ!MUU ”
r L T T T T b L] T T b 21|
7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

A2: Espectro de RMN de 13C (150 MHz, CDCls) do pent-4-inoato de lupeila (S2)

| B

T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 Ppm

56



A3: Espectro de RMN de DEPT135 (150 MHz, CDCIs) do pent-4-inoato de
lupeila (S2)
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A5: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) do 1-azidometil-2,6-fliorbenzeno
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A8: Espectro de RMN de "H (600 MHz, CDCIs) do 1-(azidometil)-2- bromobenzeno
(S3d)
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A11: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, (CD3).SO) do 1-(azidometil)-4-nitrobenzeno (S3g)
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A13: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCI3) do S4a
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A15: Espectro de FTIR — ATR do S4a
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A16: Mapa de contornos — HSQC do S4a
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A17: Mapa de contornos— HMBC do S4a
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A19: Mapa de contornos — NOESY do S4a
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A20: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCls) do S4b
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A21: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCIl3) do S4b
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Transmitancia (%)

A23: Espectro de FTIR — ATR do S4b
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A24: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) do S4c
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A25: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCIl3) do S4c
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Transmitancia (%)

A27: Espectro de FTIR — ATR do S4c
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A29: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCI3) do S4d
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A31: Espectro de FTIR — ATR do S4d
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A33: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCI3) do S4e
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Transmitancia (%)

A35: Espectro de FTIR — ATR do S4e
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A36: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) do S4f
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A37: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCIs) do S4f
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A38: Espectro de RMN de DEPT135 (150 MHz, CDCIz) do S4f
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A39: Espectro de FTIR — ATR do S4f
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A40: Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI;) do S4g
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A41: Espectro de RMN de "*C (600 MHz, CDCIs) do S4g
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A42: Espectro de RMN de DEPT135 (150 MHz, CDCIs) do S4g
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Transmitancia (%)

AA43: Espectro de FTIR — ATR do S4g
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