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RESUMO

OSORIO, Liseth Suarez, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2020. Sintese e
avaliacao biolégica de novos derivados do acido hidnocarpico isolado de Carpotroche
brasiliensis. Orientador: Marcelo Henrique dos Santos. Coorientador: Antdnio Jacinto
Demuner.

Carpotroche brasiliensis € uma arvore nativa do Brasil cujas sementes contém um grupo de
dcidos graxos ciclopenténicos: gorlico, chaulmigrico e hidnocérpico, que foram considerados
0s principais agentes terapéuticos no tratamento da hanseniase. No presente trabalho, o 4dcido
hidnocarpico foi isolado das sementes de Carpotroche brasiliensis e submetido a
modificagdes estruturais para obter novos derivados triazdlicos e amidas. Oito derivados
triazdlicos inéditos foram sintetizados via reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar azida-alcino
catalisada por cobre(I). Amidas foram produzidas usando a rea¢do de amidagdo, obtendo-se
sete amidas inéditas. O 4cido hidnocarpico e seus derivados triazélicos foram testados contra
linhagens de células de carcinoma de mama estrogénio-positivo (MCF-7), carcinoma
hepatocelular (HepG2) e cancer de pulmao de células ndo pequenas (A549). O derivado (R)-
11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato  de  (1-(piridin-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
exibiu atividade anti-proliferativa promissora contra células A549 (ICso: 63,96 + 3,98 umol L
). Os derivados também foram testados quanto as possiveis atividades inibidoras de
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). Os ensaios de inibi¢do enzimética
mostraram que os triazéis (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(4-nitrobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)metila foi ativo contra AChE (53,67 £+ 2,21) e (R)-11-(ciclopent-2-en-1-
il)undecanoato de (1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila exibiu atividade contra
AChE/BChE (43,40 + 1,48 e 45,46 + 1,22 respectivamente) na concentragdo de 50 pmol L.
Estudos de docking molecular e parametros fisico-quimicos explicaram os resultados obtidos
in vitro. Da mesma forma, as amidas (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-fenilundecanamida foi
ativa contra AChE na concentrac¢do de 67 umol L' (53,65 * 4,59) e (R)-11-(ciclopent-2-en-1-
il)-N-(4-bromofenil)undecanamida inibiu a acdo da AChE na concentra¢io de 79 pmol L
(46,10 £ 2,52). Esses resultados indicam que o acido hidnocérpico e seus derivados podem ser
considerados como protétipos promissores para a obtengao de novos agentes antineoplasicos e

inibidores das colinesterases.

Palavras-chave: Carpotroche brasiliensis. Acidos graxos ciclopenténicos. Acido

hidnocarpico. Triaz6is. Amidas. Atividade anti-proliferativa. Inibidores de colinesterase.



ABSTRACT

OSORIO, Liseth Suarez, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2020. Synthesis and
biological evaluation of new derivatives of hydnocarpic acid isolated from Carpotroche
brasiliensis. Adviser: Marcelo Henrique dos Santos. Co-adviser: Antonio Jacinto Demuner.

Carpotroche brasiliensis is a tree native to Brazil whose seeds contain a group of
cyclopentenic fatty acids: gorlic, chaulmugric and hydnocarpic, considered the main
therapeutic agents in the treatment of leprosy. In the present work, hydnocarpic acid was
isolated from the seeds of Carpotroche brasiliensis and subjected to structural modifications
to obtain new triazole and amide derivatives. Eight novel triazole derivatives were
synthesized via copper(I)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition reaction. Amides were
produced using the amidation reaction, obtaining seven new amides. Hydnocarpic acid and
triazole derivatives were tested against estrogen-positive breast carcinoma (MCF-7),
hepatocellular carcinoma (HepG2) and non-cell lung cancer small (A549) cell lines.
Compound (1-(pyridin-2-ylmethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl (R)-11-(cyclopent-2-en-1-
yl)undecanoate exhibited promising anti-proliferative activity against A549 cells (ICso: 63.96
+ 3.98 umol L). Derivatives also were tested as possible acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) inhibitors. Enzyme inhibition assays showed that (1-(4-
nitrobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl ~ (R)-11-(cyclopent-2-en-1-yl)undecanoate ~ was
active against AChE (53,67 + 2,21) and (1-(4-methylbenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl
(R)-11-(cyclopent-2-en-1-yl)undecanoate was active against AChE/BChE (43,40 + 1,48 e
45,46 + 1,22 respectively) at 50 umol L. Molecular docking studies and physicochemical
parameters explained the results obtained in vitro. Likewise, (R)-11-(cyclopent-2-en-1-yl)-N-
phenylundecanamide was active against AChE at 67 umol L' (53,65 * 4,59) and (R)-11-
(cyclopent-2-en-1-yl)-N-(4-bromophenyl)undecanamide was active against AChE at 79 pmol
L' (46,10 + 2,52). These findings indicate that hydnocarpic acid and its derivatives may be
considered as promising prototypes for obtaining new antineoplastic agents and cholinesterase

inhibitors.

Keywords: Carpotroche brasiliensis. Cyclopentenic fatty acids. Hydnocarpic acid. Triazoles.

Amides. Antiproliferative activity. Cholinesterase inhibitors.
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INTRODUCAO GERAL

Os produtos naturais (PN) desempenham um papel indispensdvel no processo de
desenvolvimento de medicamentos. Entre os 1211 medicamentos aprovados entre 1981 e
2014, 33% eram baseados em PN ou seus derivados. Entre 2015 e 2016, foram relatadas na
literatura, 6944 novas moléculas, cujos protétipos correspondem a produtos naturais isolados
de plantas, animais marinhos ou microrganismos, demonstrando o crescente interesse em
desenvolver estudos baseados em PN (NEWMAN; CRAGG, 2016).

A integracdo entre quimica de produtos naturais, sintese organica e quimica medicinal
¢ imprescindivel. Moléculas sdo exploradas em projetos de sintese organica como modelos
para preparar novas funcionalidades quimicas bioativas (BORGES et al., 2017). Compostos
naturais com centros estereogénicos e diversidade de grupos farmacoféricos apresentam
caracteristicas favordveis para serem considerados como potenciais modelos no
desenvolvimento de farmacos (BORGES et al., 2017; GUO, 2017).

O Brasil se situa em posicao privilegiada para o estudo de produtos naturais, por ser
um dos paises com maior biodiversidade (BORGES et al., 2017). O litoral sul do estado da
Bahia possui uma alta diversidade de espécies arboreas e uma paisagem representada pela
floresta e o cultivo de cacau. Nesta regido, a Carpotroche brasiliensis € frequentemente
encontrada devido a sua importancia ecoldgica em sistemas agroflorestais, além do uso
medicinal e industrial de suas sementes (BRITO-ROCHA et al., 2017).

Carpotroche brasiliensis (Raddi) A. Gray (Achariaceae) popularmente conhecida
como sapucainha, produz frutos nutritivos contendo as sementes que fornecem o Oleo
extraido, conhecido como 6leo de chaulmoogra (BITTENCOURT; ALVES; GAIOTTO,
2015). Seus constituintes ja foram utilizados na industria farmacéutica para o tratamento da
hanseniase e dermatite. Posteriormente, mostraram propriedades analgésicas (OLIVEIRA et
al., 2009) e anti-inflamatérias (CERQUEIRA er al., 2018; LIMA et al., 2005).

A demanda por novas moléculas biologicamente ativas estd em constante crescimento
no mercado (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017). A hibridizacdo molecular constitui uma
ferramenta importante para obten¢do de novos compostos (DIAS ez al., 2018). Entre a grande
variedade de classes quimicas investigadas como blocos de construcdo para a producdo de
moléculas hibridas, o anel triazélico tem mostrado aplicacdo promissora, sendo capaz de atuar
tanto como parte essencial do grupo farmacoférico quanto como ligante para outras porcoes
moleculares (CHAVAN et al., 2019; DIAS et al., 2018; GHIANO et al., 2017). Compostos

contendo o nucleo triazdlico tem sido muito explorados e exibem atividades anti-HIV (DA
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SILVA et al., 2009), anticincer (MAREDDY et al., 2017) e antibacteriana (DHEER; SINGH;
SHANKAR, 2017), entre outros. Além disso, derivados contendo a por¢do triazdlica tem
apresentado potencial atividade como inibidores de colinesterases relacionadas a doenca de
Alzheimer (XU et al., 2019).

Por outro lado, o grupo funcional amida é encontrado em moléculas sintéticas ou de
origem natural (MATA-SANTOS et al., 2016). Compostos contendo a por¢do amida podem
apresentar atividades antibacteriana (ALEKSIC et al., 2017), antitumoral (SHANG et al.,
2016), neuroprotetora e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2018) e pesticida (WEIL;, MIAO;
HAO, 2018), dentre outras. Alguns estudos relataram amidas graxas sintéticas e naturais com
efeitos larvicidas (MATA-SANTOS et al., 2016), anti-inflamatérios (MOAZAMI et al.,
2015) e anti-tuberculose (D’OCA et al., 2010). Nesse sentido, o estudo e desenvolvimento de
novos derivados semissintéticos, principalmente envolvendo produtos naturais que
apresentem propriedades bioldgicas interessantes, é fundamental na procura de novos agentes

terapéuticos.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1. Carpotroche brasiliensis E O OLEO DE CHAULMOOGRA

O género Hydnocarpus inclui aproximadamente quarenta espécies de arbustos e
arvores, dentre elas, quatro espécies sdo encontradas na India e foram amplamente utilizadas
na medicina tradicional asidtica (SAHOO et al., 2014). As espécies do género Hydnocarpus
sdo conhecidas pelas sementes, contidas nos frutos, que fornecem o 6leo, cujos constituintes
majoritdrios sdo os dcidos graxos ciclopenténicos: gorlico, chaulmigrico e hidnocérpico
(Figura 1) (OLIVEIRA et al., 2009; SAHOO et al., 2014). Esses acidos constituem 85%, em
média, do total de acidos graxos presentes nas sementes, sendo também relatados em outras
espécies como Carpotroche brasiliensis (Raddi) A. Gray (SAHOO et al., 2014).

Carpotroche brasiliensis (Raddi) A. Gray (Achariaceae) é uma espécie arbdrea nativa
da Mata Atlantica no Brasil, sendo encontrada nos estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Piaui. No Brasil, apresenta um potencial econdmico, sendo
importante em programas de restauracdo florestal, principalmente no litoral sul da Babhia,
onde foi cultivada e aproveitada para producdo de sementes e apoio a estudos académicos
(BRITO-ROCHA et al., 2017). Conhecida popularmente como sapucainha, essa planta
produz frutos nutritivos cujas sementes fornecem o Oleo conhecido como O6leo de
chaulmoogra (BITTENCOURT; ALVES; GAIOTTO, 2015; BRITO-ROCHA et al., 2017,
CERQUEIRA et al., 2018).

Os frutos da Carpotroche brasiliensis sao grandes e arredondados, com casca de cor
marrom escuro € membranas rugosas que contém as sementes envoltas em uma polpa carnuda
(Figura 2) (OLIVEIRA et al., 2009) e constituem uma fonte importante de alimento para a
fauna silvestre (BRITO-ROCHA et al.,2017). As sementes estdo conformadas por nozes
oleosas, de cor avermelhado ou pardo escuro e revestidas de uma casca de superficie dura
(Figura 3) (SANTOS; SOUZA; SIANI, 2008).

Os usos tradicionais relatados com o 6leo das sementes do género Hydnocarpus e da
espécie Carpotroche brasiliensis (Raddi) A. Gray. mostraram efeitos antileproticos,
bactericidas, anti-inflamatérios (SAHOO et al., 2014), inseticidas e parasiticidas, sendo eficaz
no combate a caspa, piolhos e nas manifestacOes herpéticas (OLIVEIRA et al., 2009).

Jacobsen e Levy (1973) mostraram que o 4cido hidnocérpico, constituinte principal do 6leo de
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chalmoogra, inibe a multiplicacdo in vitro de algumas espécies de micobactérias. Naquele
estudo, os autores associaram o efeito antileprético a interagdo do acido hidnocarpico com a
biotina, necessdria na multiplicacdo microbiana. Em trabalho posterior, foi sugerido que a
ligacdo dupla no anel ciclopenténico € essencial para atividade bioldgica (JACOBSEN;
LEVY, 1973). Portanto, o 6leo de Hydnocarpus mostrou ser efetivo contra a Mycobacterium

leprae JACOBSEN; LEVY, 1973; SAHOO et al., 2014).

Figura 1. Acidos graxos ciclopenténicos presentes no 6leo de chaulmoogra.
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Fonte: Autoria propria

O 6leo de chaulmoogra apresenta propriedades anti-inflamatérias (LIMA et al., 2005)
e analgésicas (OLIVEIRA et al. 2009). Esse 6leo foi muito utilizado pela medicina tradicional
e, posteriormente, na industria farmacéutica para o tratamento da lepra e dermatite (BRITO-
ROCHA et al., 2017, CERQUEIRA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2009). No Brasil, o uso
tradicional da hanseniase foi implementado por Theodoro Peckolt, sugerindo o uso do 6leo de
Carpotroche brasiliensis com sucedaneo do 6leo de chaulmoogra indiano (OLIVEIRA et al.

2009).

Figura 2. Frutos da Carpotroche brasiliensis

Fonte: Autoria prépria
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Figura 3. Sementes dos frutos da Carpotroche brasiliensis

Fonte: Autoria prépria

No Brasil, os estudos sobre o 6leo da espécie Carpotroche brasiliensis iniciaram em
1922, esses resultados foram as primeiras observagdes cientificas sobre o tratamento da
hanseniase com derivados desse 6leo (OLIVEIRA er al. 2009). Esses estudos culminaram na
preparacdo e comercializacdo dos produtos conhecidos como: Karpotran, baseado na acao do
cobre; Antileprol da Bayer, cuja composi¢do era uma mistura de ésteres benzilicos derivados
do dleo da Carpotroche brasiliensis e Antileprina da Casa Granado, constituido por ésteres
etilicos, 6leo de figado de bacalhau, canfora e timol. O 6leo de chaulmoogra foi usado no
tratamento da hanseniase até o aparecimento das sulfas em 1940 (OLIVEIRA et al. 2009).

Posteriormente, alguns estudos envolvendo o género Hydnocarpus foram
desenvolvidos. Wang et al., (2010) investigaram o extrato das sementes da Hydnocarpus
anthelminthica revelando inibicdo de Mycobacterium tuberculosis. Além disso, os autores
isolaram andlogos do dcido chaulmugrico das sementes e avaliaram a inibi¢ao da biossintese
do 4cido aminobenzdico (PABA), atividade exibida por compostos com efeitos antibidticos e
antimalaricos. Os autores observaram que o composto isolado, nomeado antelminticina C15
(Figura 4), inibiu a sintese do PABA com ICsp de 11.3 umol L. (ALMAHLI 2017; WANG
et al., 2010). Posteriormente, os autores relataram o isolamento de flavolignanas da
Hydnocarpus anthelminthica (WANG et al., 2011). Em trabalho similar, Nguyen et al.,
(2017) relataram novos acidos graxos ciclopenténicos e glicosideos de cianoidrina isolados

dos frutos de Hydnocarpus hainanensis NGUYEN et al., 2017).

Figura 4. Estrutura da antelminticina C15

@ o> oH

OH
Fonte: WANG et al., (2010) com modificacdes
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2. POTENCIAL BIOLOGICO DE ACIDOS GRAXOS, TRIAZOIS E AMIDAS
2.1. Acidos graxos

Os 4cidos graxos sdo compostos de ocorréncia natural e desempenham um papel
importante nos processos bioldgicos, como constituintes dos lipideos. Apresentam uma cadeia
de carbono (hidrofébica), variando entre 4 e 28 dtomos (ZHANG et al., 2012), ligada a um
grupamento carboxilico (hidrofilico), sendo considerados moléculas anfipéticas. Os 4cidos
graxos diferem entre eles pelas ligacdes simples ou duplas presentes na cadeia, sendo
classificados como saturados ou insaturados, como os d&cidos palmitico e oleico,
respectivamente (DESBOIS; SMITH, 2010). Estudos sobre 4cidos graxos relataram
atividades antifingica (ALTIERI et al., 2009; LIU et al., 2008), nematicida (SCHWARZ et
al., 2004), antibacteriana (DESBOIS; SMITH, 2010), inibitéria de acetilcolinesterase
(LOESCHE et al., 2018) e anticincer (DAILEY et al., 2011; MERICLI et al., 2017)
associadas a 4cidos graxos. A modificacdo estrutural desses dcidos, usando como estratégia a
incorporagdo de nucleo triazélico, mostrou favorecer a obtenc¢do de derivados com atividades
antituberculose (GHIANO et al., 2017), antifingica (Candida albicans) (FU et al., 2017) e
anticancer (SANABRIA—RfOS et al., 2015; WALIA et al., 2014). Além disso, a sintese de
amidas derivadas de 4cidos graxos revelou importante atividade anti-proliferativa em

diferentes linhagens de células tumorais (DOS SANTOS et al., 2015) e atividade
antituberculose (D’OCA et al., 2010).

2.2. Triazois

Os triazdis sd@o compostos organicos heterociclicos que contém um anel de cinco
membros com trés dtomos de nitrogénio e dois de carbono. Existem duas formas isoméricas
do ndcleo triazdlico, 1,2,3-triazol e 1,2,4-triazol. O nucleo 1,2,3-triazol € um grupo
farmacoférico gerado na reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar entre azidas e alcinos catalisada
por cobre(I) (CuAAC) (FU et al., 2017). Como vantagens dos triaz6is destaca-se a
estabilidade em condi¢des oxidativas e redutoras e a degradacdo metabdlica. Além disso,
apresentam formacdo de ligacdes de hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo, caracteristicas
importantes no campo da quimica medicinal, pois melhoram a solubilidade e favorecem a
afinidade com alvos bioldgicos. Em geral, as caracteristicas moleculares dos compostos 1,2,3-
triazol 1,4-dissubstituidos sdo semelhantes as apresentadas pelas ligacdes do grupo amida, em

termos de distancia e planaridade. Porém, os triazéis se mostram eficazes como bioisOsteros
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da ligacdo amida em moléculas bioativas (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017). Estudos
relataram o potencial do anel triazélico como agente anticaincer (MAREDDY et al., 2017),
anti-inflamatério (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017), anti-HIV (DA SILVA et al., 2009),
antifingico (FU et al., 2017), antimicrobiano (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017), anti-
leishmanicida (MASOOD et al., 2017) e antituberculose (GHIANO et al., 2017). Além disso,
esse ndcleo tem sido explorado como inibidor enzimatico, atuando como inibidores de
elastase (DIAS et al., 2018) e inibidores de acetilcolinesterase (XU et al., 2019). Xu et al,,
(2019) sintetizaram inimeras moléculas bioativas contra acetilcolinesterase contendo a por¢ao

1,2,3-triazol em sua estrutura. Alguns exemplos sdo apresentados na Figura 5.

Figura 5. Algumas moléculas bioativas contendo a por¢do 1,2,3-triazol.
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Fonte: XU et al., (2019) com modificagoes.

Da mesma forma, vérios farmacos que contém a porcdo 1,2,3-triazol estdo sendo
avaliados pelos seus efeitos terapéuticos (XU et al., 2019). Alguns farmacos sdao mostrados na
Figura 6.

Alguns produtos naturais foram estudados como protétipos de agentes antineoplasicos.
Por exemplo, Majeed et al., (2013), realizaram modificacdes quimicas na estrutura do acido
betulinico, através da incorporagdo do anel 1,2,3-triazol, utilizando a reacdo CuAAC.

Atividade citotéxica dos compostos frente a linhagens celulares foi avaliada, observando uma
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importante atividade dos 4cidos 3{1N(2-cianofenil)-1H-1,2,3-triazol-4il }metiloxi betulinico e
3{IN(5-hidroxi-naft-1il)-1H-1,2,3-triazol-4il }metiloxi betulinico que apresentaram ICso de
2,5 e 3,5 umol L' contra linhagens celulares de leucemia (HL-60), mostrando maior
atividade do que seus precursores (Figura 7) (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017;
MAIJEED et al., 2013).

Figura 6. Algumas farmacos contendo porcao 1,2,3-triazol.
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Fonte: XU et al., (2019) com modificagdes.

Figura 7. Derivados do 4cido betulinico com atividade antineoplasica. Acido 3{ 1N(2-
cianofenil)-1H-1,2,3-triazol-4il }metiloxi betulinico (a) e dcido 3{1N(5-hidroxi-naft-1il)-1H-
1,2,3-triazol-4il }metiloxi betulinico (b).

HO
Fonte: DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017, modificado
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2.3.Amidas

O grupo funcional amida estd presente tanto em moléculas sintéticas como em
compostos de origem natural (MATA-SANTOS et al., 2016). As amidas podem apresentar
atividades antibacteriana (ALEKSIC et al., 2017), antitumoral (SHANG et al., 2016),
pesticida (WEIL;, MIAO; HAO, 2018), inibitéria de acetilcolinesterase (GAO et al., 2018;
MORADI et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018) e larvicida (MATA-SANTOS et al., 2016).
Oliveira et al., (2018) sintetizaram derivados do dcido hidroxibenzdico e avaliaram a
atividade inibitoria contra colinesterase. Os resultados revelaram que o composto
AntiOxBENT1 (Figura 8) exibia atividade antioxidante e inibitéria de butirilcolinesterase
(BChE) (ICso = 85 + 5 umol L), sendo considerado um potencial candidato para o

desenvolvimento de medicamentos contra a doenca de Alzheimer (OLIVEIRA et al., 2018).

Figura 8. Estrutura do composto AntiOxBEN1 com atividade antioxidante e inibidora de
BChE.

Fonte: OLIVEIRA et al., (2018) com modificagdes.

As amidas derivadas de dcidos graxos sdo consideradas uma familia de lipideos com
atividade farmacoldgica e aplicacdes industriais interessantes (DOS SANTOS et al., 2015).
Estudos revelaram que esses compostos apresentam atividades antituberculose (D’OCA et al.,
2010) e anti-proliferativa (DOS SANTOS et al., 2015; TREMBLAY et al., 2014).

Por exemplo, dos Santos et al., (2015) sintetizaram amidas graxas e avaliaram seu
potencial anti-proliferativo contra diferentes linhagens celulares cancerigenas. Os autores
observaram que a benzilamida derivada do 4cido ricinoléico (Figura 9) apresentou atividade
anti-proliferativa (TGI 95,5 pg mL') em células tumorais de glioma humano (U251). Os
estudos de relacdo estrutura-atividade sugeriram que a funcionalizacdo de benzilamidas

monoinsaturadas € responsdvel pela atividade anti-proliferativa, e a presenca da cadeia

carbonada facilita a permeabilidade nas células (DOS SANTOS et al., 2015).
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Figura 9. Estrutura da benzilamida derivada do 4cido ricinoléico com atividade contra U251.
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Fonte: dos SANTOS et al., (2015) com modificagdes.

3. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

A utilizacdo de compostos de origem natural, como os &4cidos graxos, para o
desenvolvimento de novos compostos bioativos mais eficazes constitui umas das estratégias
que podem ser usadas na busca por novos agentes terapéuticos. Considerando que os dcidos
graxos ciclopenténicos, incluindo o dcido hidnocarpico, ja& demonstraram varias propriedades
bioldgicas relevantes, que muitos esqueletos de triazéis e amidas sdo considerados porcoes
estruturais chaves em moléculas bioativas e com base no pressuposto de que moléculas
hibridas podem ter maior potencial bioldgico, o presente trabalho teve como objetivo produzir
uma série de derivados do 4cido hidnocérpico contendo o anel 1,2,3-triazol e o grupo amida e
investigar a atividade bioldgica dos mesmos.

O Capitulo 2 descrevera o isolamento do acido hidnocérpico de sementes do fruto de
Carpotroche brasiliensis. O Capitulo 3 abordara a sintese, identificacdo e caracterizacdo dos
derivados triazolicos e amidas. Nos Capitulos 4 e 5 serdo descritos os testes citotéxico e

inibicao de colinesterases.
4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Sintetizar novos derivados do 4cido hidnocarpico, isolado do extrato das sementes de

Carpotroche brasiliensis, e avaliar o potencial biologico dos mesmos.

4.2. Objetivos especificos

)

Obter o extrato das sementes de Carpotroche brasiliensis;

2. Isolar o 4cido hidnocérpico, por meio de cromatografia em coluna, e caracterizi-lo a
partir de técnicas espectroscdpicas e espectrométricas;

3. Sintetizar e caracterizar os derivados 1,2,3-triazélicos e amidas do 4cido hidnocarpico;

4. Avaliar a atividade anti-proliferativa do dcido hidnocérpico e triazdis sintetizados;
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Avaliar a atividade inibitéria de colinesterases (acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase) do dcido hidnocérpico e derivados sintetizados;
Realizar estudos de docking molecular sobre acdo inibitdria de colinesterases do 4dcido

hidnocéarpico e derivados triazolicos.
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CAPITULO 2

OBTENCAO DO EXTRATO DAS SEMENTES DE Carpotroche brasiliensis E
ISOLAMENTO DO ACIDO HIDNOCARPICO

1. INTRODUCAO

Os 4cidos graxos ciclopenténicos pertencem a uma classe de lipideos de ocorréncia
natural, em diferentes espécies de Flacourtiaceae. Esses dcidos sdo conhecidos de acordo com
seu uso no tratamento da hanseniase e o nome da espécie que pertencem (Figura 10)
(ALMAHLI, 2017). Mislow e Steinberg, (1954) determinaram a estereoquimica do &cido
chaulmugrico. Nesse estudo, os autores concluiram que os 4cidos graxos ciclopenténicos,
homdlogos do &cido chaulmugrico, possuem a configuracdo (R) no anel ciclopent-2-enil
(MISLOW; STEINBERG, 1955).

Figura 10. Acidos graxos ciclopenténicos
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Fonte: Almahli, 2017, modificado.

Cole e Cardoso, (1938) estudaram a composi¢do do Oleo da Carpotroche
brasiliensis e determinaram as constantes fisico-quimicas, tais como a rotag¢ao especifica e o
indice de iodo. Os autores extrairam e esterificaram o 6leo das sementes. Posteriormente, a
fracdo de ésteres de etila foi submetida a destilacdo fraccionada, obtendo-se os dacidos:
hidnocéarpico (45%), chaulmigrico (24,4%) e goérlico (15,4%) que foram relatados como
majoritarios nessa espécie. Além disso, foram relatados os dcidos palmitico (6,6%) e oleico
(6,3%) (COLE; CARDOSO, 1938). Os resultados sobre a composicao das sementes foram

comparados com estudos relatados anteriormente (PAGET, 1937).
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Laksmminarayana e Septcmbor, (1969) analisaram a mistura de dcidos graxos no 6leo
da Hydnocarpus wightiana. Os autores estudaram o comportamento dos dcidos
ciclopenténicos e ciclopentdnicos quando analisados por cromatografia em camada delgada
impregnada com nitrato de prata. Para isso, fizeram esterificacdo da mistura de dcidos graxos
e posteriormente, submeteram os ésteres a fracionamento e cromatografia de fons prata em
camada delgada (Argentacao-CCD). A separacdo do chaulmugrato e hidnocarpato dos
componentes da mistura foi observada. Seguidamente, a fracdo contendo o chaulmugrato e
hidnocarpato foi submetida a destilagio fracionada obtendo os ésteres puros
(LAKSMMINARAYANA; SEPTCMBOR, 1969).

Estudos recentes, propdem a extracdo e fracionamento dos compostos das sementes da
Hydnocarpus pentandra por meio da extragdo por maceracdo do moido das sementes usando
como solventes: hexano, cloroférmio e acetato de etila. Os autores observaram que o extrato
hexanico foi obtido com maior rendimento, quando comparado com os outros solventes.
Posteriormente, o 6leo foi submetido a fracionamento empregando cromatografia em coluna
de silica gel e usando eluicdo gradiente com hexano: acetato de etila (SIVARAMAN et al.,
2017). Palyzova e Rezanka, (2020) estudaram a separacdo enantiomérica de acidos graxos
ciclicos, na forma de triacilglicerdis, provenientes do 6leo das sementes de Sterculia foetida e
Hydnocarpus wightiana, utilizando colunas de fase reversa (RP18) e fase quiral. No 6leo de
chaulmugra, identificaram triacilglicer6is contendo os édcidos: hidnocérpico, chaulmugrico e
gorlico (PALYZOVA; REZANKA, 2020). Momchilova e Nikolova-Damyanova (2012)
relataram o uso de cromatografia de fons prata para separacdo de dcidos graxos e
triacilglicer6is (MOMCHILOVA; NIKOLOVA-DAMYANOVA, 2012).

A cromatografia de fons de prata permite a separacdo de dcidos graxos naturais ou
modificados, presentes em misturas, que diferem pelo nimero, configuracdo e posicdo de
ligacdes duplas na molécula (DOBSON; CHRISTIE; NIKOLOVA-DAMYANOVA, 1995;
MOMCHILOVA; NIKOLOVA-DAMYANOVA, 2012). Essa técnica utiliza o principio de
complexacdo do fon prata com ligacdes duplas, aplicado a técnicas cromatogréficas
conhecidas como cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia em coluna flash
(MOMCHILOVA; NIKOLOVA-DAMYANOVA, 2012).

Assim, o objetivo desse capitulo foi isolar o 4cido hidnocarpico do extrato das
sementes dos frutos maduros de Carpotroche brasiliensis. Para isso, as sementes foram

maceradas com hexano, o extrato bruto foi submetido a cromatografia em coluna com silica-
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gel para seu fracionamento. Finalmente, O 4cido hidnocérpico foi isolado por cromatografia

em coluna de fons de prata, obtendo-se um sé6lido branco.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Informaco6es gerais

Todos os solventes e reagentes foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
Estados Unidos) e foram utilizados sem purifica¢cdo adicional. Colunas cromatograficas foram
realizadas utilizando-se silica-gel 60 (70-230 mesh, Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha) e
cromatografia em coluna flash foi empregada em silica gel 60 (35-70 mesh, Fluka-Analytical,
St. Gallen, Swiss).

O espectro de infravermelho (IV) foi registrado num espectrofotometro VARIAN 660-
IR (Varian, Palo Alto, CA, EUA) equipado com GladiATR scanning de 4000 para 500 cm ™!
do Departamento de Quimica- Universidade Federal de Vicosa.

O cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massas foi usado para obter o
cromatograma por ionizacao por impacto eletronico (EI, 70 eV) no equipamento SHIMADZU
CGMS-QP5050A (Shimadzu Europe, Duisburg, Alemanha) do Departamento de Quimica -
Universidade Federal de Vigosa.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz) e de 'C (100 MHz) foi obtido em
espectrometro BRUKER 400MHz (Billerica, Massachusetts, EUA) do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais. CDCIl3 foi utilizado como solvente e
referenciado usando o sinal de solvente. Os dados do RMN de 'H foram apresentados como
deslocamento quimico (d), em ppm, seguido de multiplicidade, valores de J em Hertz (Hz),
nimero de H em H correspondentes. As multiplicidades sdo designadas como s (simpleto), t
(tripleto), m (multipleto).

A numeracgdo da estrutura foi utilizada para assinalar os hidrogénios e carbonos nos
espectros de RMN e ndo segue o sistema da IUPAC que foi o utilizado para a nomenclatura.
O software ChemDraw Ultra 12.0° (Chemical Structure Drawing Standard, PerkinElmer) foi
utilizado para a obtencao do nome do composto organico.

A andlise de espectrometria de massas de alta resolucao (HRMS) foi realizada usando
o espectrometro de massas Impact II bruker ESI-Q-TOF-MS (electrospray ionization-
quadrupole-time of flight) (Bruker Daltonics Corporation, Bremen, Germany) na

Universidade Estadual de Maringa.
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A faixa de fusdo foi registrada no equipamento MQAPF-302 Microchemistry
(Microquimica Equipamentos, Santa Catarina, Brazil) na Universidade Federal de Vigosa.

O valor do angulo de rotagdo (a) foi medido no polarimetro ADP220, nimero de série
PF05050 (Bellingham+Stanley Ltd., Tunbridge Wells, Kent, UK) do Departamento de
Farmdcia — Universidade Federal de Minas Gerais. S6dio foi utilizado como fonte de luz
monocromatica (A = 598,3 nm), caminho 6ptico (/) de meio dm e temperatura de 24 °C. A
amostra foi solubilizada em 2 mL de cloroférmio e a concentragdo final (c) da solugao foi
calculada em g 100! mL..

Os célculos para obtencdo da rotacdo especifica foram realizados empregando-se a
Equacao 1:

[a]p™ = —— @

lc

2.2. Material vegetal

Os frutos de Carpotroche brasiliensis foram adquiridos no municipio de Porto Firme
(20°40124"S e 43°05'04"W), Minas Gerais, Brasil. O Patrimonio Genético/CTA do
Carpotroche brasiliensis foi registrado no SisGen N° A391362.

2.3. Extracao

Apos a remocao do pericarpo, as sementes de Carpotroche brasiliensis foram lavadas
com 4gua destilada, secas a 40 °C por 48 h e quebradas para remover as nozes no interior.
Estes ultimos foram pulverizados em um liquidificador e processados por maceracdo para a
extragdo usando hexano como solvente durante 48 horas (400 g de semente, 600 mL de
hexano). O extrato foi filtrado sob vacuo e o filtrado obtido foi concentrado a 45 °C usando
um evaporador rotativo para produzir 88 g (22%) do extrato bruto oleoso. Foi realizada a
hidrdlise e sililagdo do extrato para investigar sua composicdo por CG-MS. Uma série de
andlises por CCD usando diferentes misturas de solventes foi conduzida para selecionar a fase
movel hexano: acetato de etila: acido acético (95:5:0,5 v/v) capaz de fornecer a melhor

separacao do 4cido hidnocérpico.
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2.4. Procedimento para derivatizacao do extrato

2.4.1. Hidr6lise

Uma solucdo do extrato bruto (20 mg em 10 mL de solucdo metandlica de KOH 1 mol
L) foi transferida para um baldo de fundo redondo de 25 mL e refluxada por 24 h. A mistura
foi resfriada & temperatura ambiente e acidificada com HCI 1 mol L. Em seguida, foi
extraida com diclorometano (3 x 20 mL). A fase orginica foi concentrada usando um

evaporador rotativo. Um 6leo amarelo foi obtido e submetido a sililacao.

2.4.2. Sililagao

A derivatizacdo do extrato foi realizada por sililacdo. Foram utilizados 3 mg de
amostra em 60 mL de piridina seca e 100 uL de bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida em 1% de
trimetilclorosilano. A mistura foi aquecida 70 °C por 30 min. Em seguida, uma aliquota de 1
pL da solucdo resultante foi utilizada para anélise por CG-MS (OLIVEROS-BASTIDAS;
DEMUNER; BARBOSA, 2013).

2.5. Fracionamento do extrato de Carpotroche brasiliensis

O extrato organico bruto (25 g) foi submetido a cromatografia em coluna usando silica
gel (70-230 mesh) e fase movel hexano: acetato de etila: dcido acético (95:5:0,5 v/v),
resultando em 60 fracdes de 25 mL. As fracdes foram analisadas por CCD, usando vanilina
como revelador, e agrupadas em duas fracdes principais, Fl: 6-19 e F2: 20-60.
Posteriormente, a caracterizacdo foi realizada pelo CG-MS. Cinco gramas (20%) de mistura
de 4cidos graxos, incluindo o 4cido hidnocérpico, foram obtidos na fragdo F2. A identificagcdo

foi realizada com base nos espectros de massa dos constituintes.

2.6. Isolamento do acido hidnocarpico (1)

O isolamento do acido hidnocérpico foi realizado por coluna cromatogréfica utilizando
silica gel 60 (35-70 mesh) impregnada com AgNOs; e fase mével hexano: acetato de etila:
4cido acético (95:5:0,5 v/v), resultando em 26 fracdes de 15 mL (ANDREAO et al., 2010).

A impregnacdo da silica foi realizada pela adi¢do de solu¢do de AgNO3; em agua
(10% m/v) a silica-gel. A mistura foi mantida em estufa por 3 horas na faixa de (105-110 °C)

para ativagdo, obtendo-se a concentracao final de AgNOs na silica de 20% (m/m).
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A coluna foi compactada e 500 mg da mistura de dcidos graxos (Fracdo 2) foram
incorporados na silica anteriormente impregnada. A coluna foi protegida da luz usando-se
papel aluminio. A eluicdo foi monitorada usando CG-MS. As fra¢des foram combinadas de
acordo com sua composicdo em 4 fracdes principais: H1: 8-12, H2: 17-18, H3: 20-24 e H4:
25-26. Sessenta miligramas de 4cido hidnocéarpico puro (12%) foram obtidos na fracdo H4,

cuja identidade foi confirmada por IV, CG-MS, RMN de 'H e de °C e HRMS.

2.7. Dados fisicos e experimentais do composto isolado

Acido (R)-1 1-(ciclopent-2-enil)undecandico (1)

(0]
5 6 8 10 12 14
4,\\\\/\/\/\/\)1‘16\OH
1@ 7 9 11 13 15 17

Caracteristica: Solido branco

Massa molecular: 252,39 g mol™!

CCD, R¢: 0,30 (hexano: acetato de etila: acido acético 95:5:0.5 v/v)
Rendimento: 12%

Faixa de fusao: 55,7-56,5 °C

[a]p?*: + 6,0 (¢ 1,0; CHCIl3);

IV (ART) $mavem: 3049, 2917, 2850, 1701, 1472, 1049, 1207, 1186, 912, 717.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § (atribuicio): 1,27-1,42 (m, 16H, H6 a H13); 1,60-1,67 (m,
2H, H14); 1,98-2,06 (m, 1H, H3); 2,34 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,61 (s,1H, H4); 5,66-
5,71 (m, 2H, H1, H5).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) ¢ (atribuigdo): 24,84 (C14); 28,12 (C7); 29,21 (C8); 29,38
(C9); 29,57 (C10); 29,72 (C11); 29,77 (C12); 30,02 (C13); 32,12 (C2 e C3); 34,09 (C6);
36,31 (C15); 45,76 (C4); 130,12 (C1); 135,61 (C5); 179,60 (C16).

MS, m/z (%): 252 (M* 3), 235 (2), 123 (2), 95 (4), 82 (45), 67 (100), 55 (25), 41 (30).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/; [M+H]*: Calculado para CisHasOa: 275,1977;
encontrado: 275,1982.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ¢6leo das sementes dos frutos maduros de Carpotroche brasiliensis contém acidos
graxos livres e triacilgliceréis (WAKTOLA et al., 2019). No espectro de IV do extrato
hexanico (Figura 11) foram observadas as bandas de estiramento de Csp>—H e Csp3—H em
3048 cm! e 2850-2919 cm’!, respectivamente. As bandas em 1744 cm! e 1707 cm! sdo
referentes ao estiramento C=0O para ésteres e dcidos carboxilicos, respectivamente. Portanto,
foi realizada a derivatizacao por sililagdo do 6leo para andlise dos constituintes por CG-MS

(Anexos).

Figura 11. Espectro no infravermelho (FTIR-ATR) do extrato hexanico de Carpotroche

brasiliensis.
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Fonte: autoria prépria.

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico obtido produziu duas fragdes,
sendo F2 constituida por um sélido branco. As fracdes obtidas foram caracterizadas pela
técnica de CG-MS. A andlise de F2 mostrou uma mistura de 4cidos graxos de cadeia linear e
ciclopenténicos, na forma de &4cidos graxos livres. Essa fracdo foi analisada por CG-MS
(Figura 12) (Tabela 1) e os constituintes identificados com base nos espectros de massa
(Anexos) como 4cidos: palmitico, hidnocédrpico e chaulmigrico. Esses resultados foram
verificados com outros estudos relatados (WAKTOLA et al., 2019) e os compostos

identificados por comparacao com a livraria NIST do equipamento com 95% de similaridade.
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Figura 12. Cromatograma obtido para a fracdo F2. Os 4cidos graxos identificados foram
palmitico (a), hidnocarpico (b) e chaulmigrico (c).
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Fonte: autoria prépria.

Tabela 1. Identificacdo dos constituintes da fracdo F2 obtida do fracionamento do extrato de
Carpotroche brasiliensis.

Posicdo Tempo de retencio (min) Acido Férmula molecular  Area (%)
a 13,54 Palmitico Ci1sH3202 5,5
b 13,92 Hidnocérpico Ci6H2302 71,9
c 14,91 Chaulmugrico C19H3402 22,6

Fonte: Autoria prépria.

Por exemplo, Waktola et al., (2019) analisou o 6leo de Carpotroche brasiliensis e
determinou o conteudo de dcidos graxos e triacilglicerdis por cromatografia gasosa-acoplada a
espectrometria de massa por impacto eletronico (CG-EIMS). Os autores determinaram a
composi¢do dos acidos graxos ciclopenténicos, hidnocérpico (36,1%), chaulmugrico (26,5%)
e gorlico (23,6%). Além disso, identificaram os 4cidos graxos de cadeia linear: palmitico,
palmitoleico, estedrico, oleico e linoleico. A identificagdo do 6leo esterificado de Carpotroche

brasiliensis relatada na literatura € apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Identificacdo dos constituintes do 6leo esterificado de Carpotroche brasiliensis
relatada na literatura.

Tempo de retenciao (min) Nome Férmula molecular  Area (%)
13,34 Palmitoleico C17H3202 1,10
13,64 Palmitico C17H3402 6,32
14,50 Hidnocérpico C17H3002 36,09
16,34 Linoleico Ci9H3402 0,71
16,48 Oleico Ci19H3602 4,98
16,96 Estedrico Ci9H3302 0,66
17,64 Gorlico Ci19H3202 23,62
18,15 Chaulmugrico Ci9H3402 26,51

Fonte: Waktola et al., (2019).
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Como a separagdo por coluna cromatografica da mistura de 4cidos graxos (F2)
utilizando silica convencional é dificil, foi utilizada cromatografia de fons de prata para o
isolamento do composto 1. Essa técnica € usada para aumentar a seletividade da fase
estaciondria e permite a separacdo de acordo com o numero, configuracdo geométrica e
posicdo de ligagdes duplas, sendo ttil na resolu¢do de misturas ndo polares complexas
(DOBSON et al., 1995; ANDREAO et al., 2010).

O cromatograma obtido na andlise por CG-MS confirmou a separacdo do &cido
hidnocarpico (Anexos). O espectro de massa (Figura 13) mostrou o pico do ion molecular em
m/z 252 [M]*, que é consistente com a massa molecular do acido hidnocarpico (1). O pico
base em m/z 67, caracteristico do cdtion ciclopentenila, ¢ um fragmento em m/z 235,
consistente com a perda do hidroxila pelo fon molecular, o pico m/z 82, devido a clivagem 3
no anel (m/z 81, CsH7CH>") com transferéncia de um atomo de hidrogénio da cadeia, também
sdo compativeis com a estrutura do 4cido hidnocarpico (WAKTOLA et al., 2019). Na Figura

14 ¢ apresentada uma proposta para explicar as fragmentacdes descritas anteriormente.



Figura 13. Espectro de massas do 4cido hidnocarpico (1) (70 eV).
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Fonte: autoria propria.

Figura 14. Proposta de fragmentagdes para alguns picos presentes no espectro de massas do composto 1.
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Fonte: autoria propria.
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O 4cido hidnocérpico (1) foi caracterizado por espectroscopia de IV, RMN de 'H e de
13C. A férmula molecular do 4cido hidnocarpico (1) foi confirmada HRMS (Anexos).

O espectro IV do composto 1 (Figura 15), apresenta uma banda caracteristica de
4cidos carboxilicos na regido de 3100-2800 cm™! devido ao estiramento OH. O estiramento
C=0 ¢ observado em 1701 cm™'. As bandas de vibracdes de estiramento de Csp2 —H e Csp3 —H
sdo observadas em 3049 cm™! e 2850-2917 cm™!, respectivamente. As bandas em 1472 cm™ e
1409 cm! sdo referentes as vibracdes de deformacdo angular de CH, e CHs, respectivamente.
As bandas na regido de 1207-1186 cm™! sdo produzidas pelo estiramento de C-O. A banda em
912 cm! é referente 2 deformacio angular fora do plano de =C-H e finalmente, a banda em

717 cm’! devido & deformagdo angular fora do plano de CH, (Barbosa, 2007).

Figura 15. Espectro no Infravermelho (FTIR-ATR) do 4cido hidnocérpico.
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Fonte: autoria prépria.

No espectro de ressonidncia magnética nuclear de 'H (RMN de 'H) do composto 1
(Figura 16) foi observado um multipleto na faixa de J 5,68, integrado para dois hidrogénios
(H1, HS5), correspondente aos hidrogénios olefinicos do anel ciclopenteno. Um simpleto na
faixa de ¢ 2,61 foi atribuido ao hidrogénio do carbono diastereotépico (H4), e o sinal na faixa
de 0 1,27-1,42, integrado para dezesseis hidrogénios, referente aos hidrogénios metilénicos da

cadeia lateral (H6-H13) (BLAISE; FARINES; SOULIER, 1997).



Figura 16. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do 4cido hidnocarpico (1).
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Os sinais quimicos de carbono foram compativeis com a estrutura do 4cido
hidnocarpico no espectro RMN de '*C (Figura 17). O sinal em § 179,60 corresponde ao
carbono da carbonila (C16). Os sinais em 0 135,62 (C1) e ¢ 130,12 (C5) sdo referentes aos
carbonos da ligacdo dupla. O sinal em ¢ 45,76 (C4) atribuido ao carbono diastereotdpico.
Finalmente, os sinais entre ¢ 30,03-29,21 correspondem aos carbonos metilénicos da cadeia
lateral (C8-C13) (BLAISE; FARINES; SOULIER, 1997). Os dados de caracterizagdo por
RMN de 'H e de '°C obtidos permitiram confirmar a estrutura do 4cido hidnocarpico (1) e
foram comparados com os valores relatados por outros autores. Os dados experimentais foram
obtidos em espectrometro Bruker 400MHz (Billerica, Massachusetts, EUA) utilizando como
solvente cloroférmio deuterado (CDCls3) e referenciado usando o sinal do solvente. Os dados
relatados na literatura foram obtidos em espectrometro Je400MHz ol EX400 (Téquio, Japao)
usando como solvente CDCl3 e referenciado usando tetrametilsilano (Tabela 3).

Blaise et al., (1997) identificaram os metil ésteres dos dcidos graxos ciclopenténicos:
chaulmiigrico, hidnocdrpico e gérlico por ressonincia magnética nuclear de 'H e *C para o
6leo das sementes de Hydnocarpus. A andlise mostrou os sinais caracteristicos do anel

ciclopenténico confirmando a presenca desses dcidos graxos no 6leo.

Tabela 3. Dados de caracterizagio por RMN de 'H e de °C experimentais e relatados na
literatura para o dcido hidnocarpico (1). *A numeracdo da estrutura foi a mesma utilizada para
assinalar os carbonos e hidrogénios nos espectros de RMN apresentados.

Deslocamento quimico (ppm)

Niimero de Dados experimentais | Dados na literatura
carbono* RMN de RMN de RMN de RMN de
13C g 13C g
1 130,12 5,68 135,43 5,68
2 32,12 2,34 31,94 2,30
3 32,12 2,01 29,85 2,02/1,27
4 45,76 2,61 45,58 2,60
5 135,61 5,68 135,43 5,68
6 34,09 1,27/1,42 36,15 1,25/1,35
7 28,12 1,27/1,42 27,97 1,25/1,35
8 29,21 1,27/1,42 29,23 1,25/1,35
9 29,38 1,27/1,42 29,12 1,25/1,35
10 29,57 1,27/1,42 29,43 1,25/1,35
11 29,72 1,27/1,42 29,56 1,25/1,35
12 29,77 1,27/1,42 27,62 1,25/1,35
13 30,02 1,27/1,42 29,62 1,25/1,35
14 24,84 1,63 24,93 1,61
15 36,31 2,34 31,94 2,30
16 179,60 - 174,40 -

Fonte: Blaise et al., (1997) com modificacoes.



Figura 17. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) do 4cido hidnocérpico (1).
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4. CONCLUSAO

A andlise do extrato bruto das sementes dos frutos maduros de Carpotroche
brasiliensis demonstrou uma mistura de dcidos graxos, incluindo o dcido de interesse (1). O
dcido hidnocérpico (1) foi isolado por cromatografia de fons de prata como um sélido branco
com 12% de rendimento. A caracterizacdo completa desse composto foi realizada por IV, CG-
MS, RMN de 'H e de *C, e HRMS. A técnica de cromatografia de fons de prata se mostrou
util para a separagdo dos compostos na fracdo F2, que possuem estruturas que diferem pelo
numero e posicao de ligagdes duplas, o que seria dificil de separar usando cromatografia em
coluna convencional. Além disso, a cromatografia de {fons de prata permitiu reduzir o tempo

requerido para a separag¢do da mistura quando comparada com a técnica convencional.
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CAPITULO 3

SINTESE E CARACTERIZACAO DE DERIVADOS DO ACIDO HIDNOCARPICO

1. INTRODUCAO

1.1. Triazéis

A hibridizacdo molecular permite a combinacdo de moléculas biologicamente ativas
com a finalidade de melhorar as interacdes das moléculas com os receptores biolégicos e
potencializar as atividades (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017; DIAS et al., 2018). Uma
estratégia utilizada € a incorporagdo de anéis heterociclicos tais como o anel 1,2,3-triazol, um
grupo farmacofdrico amplamente explorado pelas suas propriedades bioldgicas (FU et al.,
2017; GHIANO et al., 2017). As propriedades quimicas do anel triazélico, como a formagado
de ligacdes de hidrogénio e as interacdes dipolo-dipolo aumentam a afinidade com alvos
bioldgicos e melhoram a solubilidade (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017; FU et al., 2017).

Os triazdis sd@o compostos organicos heterociclicos que contém um anel de cinco
membros com trés dtomos de nitrogénio e dois de carbono. Existem duas formas isoméricas
conhecidas como 1,2,3-triazol e 1,2,4-triazol (Figura 18) (DHEER; SINGH; SHANKAR,
2017; XU et al., 2019).

Figura 18. Formas isoméricas do anel triazélico.

oS

1,2,3-triazol 1,2,4-triazol

Fonte: XU et al., 2019 com modificacdes.

O campo da quimica click oferece uma abordagem para a sintese de moléculas contendo a
porcao triazdlica (GHIANO et al., 2017). Um dos métodos cldssicos para sua obtencdo € a
cicloadicao térmica 1,3-dipolar envolvendo azidas orgénicas e alcinos terminais, também
conhecida como cicloadi¢dao de Huisgen (FREITAS et al., 2011). Inicialmente, essa reagdo
nao foi muito empregada devido a suas limitagdes, como longos tempos reacionais, altas
temperaturas, baixos rendimentos e formacdo de mistura de regioisomeros triazélicos 1,4 e

1,5-dissubstituidos (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017; FREITAS et al., 2011).
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Sharpless et al., (2001) mostraram que a utiliza¢ao de Cu(l) acelerava a reagdao de obtencdo
de 1,2,3-triazdis, levando a formacgdo exclusiva do regioisomero 1,4-dissubstituido (Esquema
1) (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001; SCHULZE; SCHUBERT, 2014). Os autores
desenvolveram a reacdo de Huisgen na presenca de cobre(I), como catalisador, em condi¢des
mais brandas, com rendimentos superiores e de fécil elaboracio (DHEER; SINGH,;
SHANKAR, 2017; FREITAS et al., 2011; KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001). Além disso,
alcinos e azidas s@o grupos funcionais de facil obtencdo e inertes em diversas condi¢des de
reacdo e em ambientes aquosos. Assim, a reacdo envolvendo estes dois grupos funcionais
pode ocorrer facilmente mesmo na presenca de outros grupos reativos nas moléculas
envolvidas (FREITAS et al., 2011).

Em suma, as reacdoes consideradas click sdo termodinamicamente favoraveis,
quimioseletivas e regioespecificas, permitindo a obten¢do de produtos com altos rendimentos
e de purificagdo simples (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001; SCHULZE; SCHUBERT,
2014). Todas essas vantagens fizeram que a reacdo fosse amplamente utilizada e conhecida

como reagao click ou CuAAC (FREITAS et al., 2011).

Esquema 1. A reacao “click” ou CuAAC para a obtencao de 1,2,3-triazdis.

cu(l)

NENTN—R, R, — U _ _

R2
Fonte: FREITAS et al., 2011, modificado.

As reacdes CuAAC podem ser catalisadas por Cu(l), mas as fontes de cobre utilizadas
podem variar, sendo empregadas sais de Cu(l) e sais de Cu(ll) (POLA et al., 2014;
TASDELEN; KISKAN; YAGCI, 2016). Uma alternativa que se tornou muito util € o uso de
sais estdveis de Cu(ll), como o sulfato penta-hidratado (CuSO4.5H20) na presenca de um
agente redutor fraco, como o ascorbato de sédio, que promove redugdo de Cu(Il), formando o
Cu(l) in situ (FREITAS et al., 2011; POLA et al., 2014; TASDELEN; KISKAN; YAGCI,
2016). Estudos relataram o uso de d4gua como solvente, uma vez que o sulfato de cobre e o
agente redutor sdo hidrossoluveis (FREITAS et al., 2011; KOLB; FINN; SHARPLESS,
2001). Meldal et al., (2002) implementaram o uso de solventes organicos, depois de observar
que os solventes dissolviam de forma mais eficiente os sais de Cu(l) e os compostos

adicionados como ligantes (FREITAS et al., 2011).
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A proposta mecanistica da reacdo CuAAC envolve aspectos da coordenag¢do do Cu(l),
que explicam a regioespecificidade, e é apresentada no ciclo catalitico mostrado no Esquema

2 (SCHULZE; SCHUBERT, 2014).

Esquema 2. Mecanismo proposto para a reacdo CuAAC.

1,2,3-triazol- N\NfRz
1,4-dissubstituido Nﬁ
H
1 H———R, Alquino
H* [Cu]
A
. Hi:: R, Acetileto de Cobre
[cup G,
B
N-p 2
[Cu] [Cu] : R4
1 |
[Cu]
Eliminacao E Cc N:NJFEN Azida
Redutiva Rz
[Cu]
[Qu] s Ri [Cul——=R
[Cu]j 1’\ Azida-acetileto
Metalociclo \ // D [Cu] *_N
R/NiN \_/ N/ \)/
21 Acoplamento ﬁ{z

Oxidativo

Fonte: SCHULZE; SCHUBERT, 2014 com modificagoes.

O mecanismo proposto inicia com a coordenacdo da espécie de Cu(l) a ligacdo m do
alquino (A). A acidez do alquino aumenta, favorecendo a desprotonagc@o no meio aquoso (B),
ocorrendo a formagdo da primeira espécie de acetileto de cobre.

Na seguinte etapa, a azida se coordena ao acetileto contendo duas espécies de cobre
(C) formando o complexo azida-acetileto. Essa complexacdo ocorre devido ao nitrogénio
substituido, que aumenta a densidade eletronica no centro de coordenacdo m do Cu(l),
favorecendo o acoplamento oxidativo (D).

A seletividade para o 1,4-regioisomero em relagdo ao 1,5-regioisomero pode ser
explicada pela coordenacdo da primeira espécie de Cu(I), que torna o carbono B-vinilidénico
mais nucleofilico, assim como, a segunda espécie de Cu(l) torna o nitrogénio terminal da

azida mais eletrofilico, favorecendo a formac¢do do metalociclo. Esta etapa é endotérmica e
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define a regioespecificidade da reacdo, que apresenta energia de ativacdo menor do que a
energia de ativacdo para a reacdo ndo catalisada, ocorrendo a diminui¢do da velocidade de
reacdo (FREITAS et al., 2011; SCHULZE; SCHUBERT, 2014).

Posteriormente, ocorre uma contra¢ao do anel devido a tensao, que pode ser explicada
pela interacdo orbitalar entre N-1 e C-5, expulsando uma espécie de Cu(I), num processo
altamente exotérmico. Consequentemente, forma-se a triazoila de cobre através da eliminacao
redutiva (E). Finalmente, a triazoila de Cu(I) sofre protondlise (F) em meio aquoso, obtendo-
se o produto 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido com regeneracao do catalisador.

Assim, a quimica “click” oferece uma estratégia importante para o desenvolvimento de
novos farmacos contendo o anel 1,2,3-triazélico, favorecendo as modificacdes daqueles ja
existentes, com a finalidade de melhorar as propriedades de diferentes compostos bioativos
(DHEER et al., 2017). Além disso, moléculas contendo o anel triaz6lico j4 foram reportadas
como biologicamente ativas, apresentando atividades como antifingica (FU et al., 2017),
anticancer (MAREDDY et al., 2017), antiviral (XU et al., 2019)e antituberculose (GHIANO
et al., 2017). Diante das atividades farmacoldgicas atribuidas aos acidos ciclopenténicos e o
nucleo 1,2,3-triazol, o objetivo desse capitulo € sintetizar 1,2,3-triazéis derivados do 4cido
hidnocarpico (1) e caracterizar os novos compostos utilizando técnicas espectrométricas e

espectroscopicas.

1.2. Amidas

As amidas sdo um grupo funcional presente em moléculas sintéticas ou naturais
biologicamente ativas (SIRGAMALLA et al., 2018; ZENG et al., 2019) (Figura 19). Essa
funcdo possui aplicagdes importantes para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos,
polimeros e agroquimicos (CHIKKULAPALLI et al., 2015; SAIKIA et al., 2016). Compostos
que contém amidas em sua estrutura apresentaram atividades antiviral (KUMAR; BHATT;
KUMAR, 2018), analgésica (NITHYABALAIJI et al., 2020) e inibidora de colinesterase
(HASSAN et al., 2018), que ganharam importdncia na quimica farmacéutica, estando
presentes em varios medicamentos disponiveis comercialmente, tais como a lidocaina e o

paracetamol (Figura 20) (ZENG et al., 2019).
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Figura 19. Exemplos de compostos bioativos que contém o grupamento amida em sua

estrutura
OH OH OFt O o
HO
Nk O,N jH\Q )\
H o)
Analgésico Antibiético Analgésico e Herbicida

anti-inflamatério

HO HN-N
N Ns N 0
O M
eO N
O H ’L
MeO 0N
Inibidor de dopamina e
Anti-hipertensivo AChE

Fonte: SIRGAMALLA et al., 2018 com modificacoes.

Figura 20. Exemplos de farmacos comerciais contendo o grupo funcional amida com
atividade antiviral e analgésica.

KOA e

Oseltamivir Lidocaina

Fonte: ZENG et al., 2019 com modificacoes.

Por outro lado, as amidas de origem natural (BERTIN et al., 2012; FARRELL;
MERKLER, 2008) sdo conhecidas por possuirem diversas atividades bioldgicas como
antifingica (KUMAR; BHATT; KUMAR, 2018), inseticida (WEI; MIAO; HAO, 2018),
antiviral (KUMAR; BHATT; KUMAR, 2018), anti-inflamatéria (KUMAR; BHATT;
KUMAR, 2018), analgésica (NITHYABALAIJI et al., 2020) e antibacteriana (ALEKSIC et
al., 2017). Por exemplo, o espilantol, uma isobutilamida isolada de Spilanthes acmella e a
piperina, a primeira amida isolada das espécies de Piperdceas apresentaram atividades
analgésicas, anti-inflamatérias e inseticidas (Figura 21) (KUMAR; BHATT; KUMAR,
2018).
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Figura 21. Exemplos de amidas biologicamente ativas em produtos naturais.

Espilantol Piperina

Fonte: (KUMAR; BHATT; KUMAR, 2018), modificado.

Kumar et al., (2018), relataram a presenca de amidas graxas derivadas das pirrolidinas
e piperidinas em plantas. Essas amidas sdo constituidas por uma cadeia carbonada linear,
pertencente aos dcidos graxos, substituida pela por¢do piperonal. Como exemplos, a N-[7-
(3’,4’-metilenodioxifenil)-2Z,4Z-heptadienoil]pirrolidina (Figura 22, a)) isolada das folhas
de Piper hispidum apresentou atividade antifingica contra C. sphaerospermum com o MIC de
2.6 102 mol L. Por outro lado, o estudo de atividade bioldgica do fruto de P. longum levou
ao isolamento da amida piperlongimin B (Figura 22, b)), que revelou atividade citotxica

moderada contra a proliferagcdo celular de leucemia humana (HL-60).

Figura 22. Exemplos de amidas graxas bioativas em produtos naturais. N-[7-(3’,4’-
metilenodioxifenil)-2Z,4Z-heptadienoil]pirrolidina (a), e piperlongimin B (b).

/\/\/\/\/\/\/\)\N
9

Fonte: (KUMAR; BHATT; KUMAR, 2018), modificado.

a)

Considerando a importancia bioldgica de amidas sintéticas e naturais, surgiu o
interesse por desenvolver diferentes métodos para a obten¢do de compostos contendo o
grupamento amida. (SIRGAMALLA et al., 2018; ZENG et al., 2019). Os métodos classicos
de amidacdo, tais como a N-acetilacio de aminas, envolvem dcidos carboxilicos ou seus
derivados, como anidridos, cloretos de acila ou ésteres (CHIKKULAPALLI et al., 2015;

SAIKIA et al., 2016). Embora esses métodos sejam eficientes, t€m algumas limitagdes, como
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a necessidade de ativacdo de 4cidos carboxilicos usando reagentes de acoplamento, o que leva
a formacdo de residuos de dificil remocao (SIRGAMALLA et al., 2018; ZENG et al., 2019).
Além disso, anidridos e cloretos de acila sdo higroscépicos, e podem reagir facilmente com
dgua para produzir 4cidos como subprodutos, tornando o isolamento mais complicado (ZENG
et al., 2019). Assim, o desenvolvimento de um novo sistema de reagentes para N-acetilacdo
seletiva de aminas, sem o uso de cloretos de acetila ou anidridos, pode ser ttil na obtencdo de
amidas (PIAZZOLLA; TEMPERINI, 2018; SAIKIA et al., 2016).

Por exemplo, Saikia et al., (2016) desenvolveram uma metodologia para N-acetilacio
seletiva de aminas aromadticas usando acetonitrila, como agente acilante, e iodeto de
trimetilsilil (TMSI), como catalisador. Os autores obtiveram amidas aromadticas com bons
rendimentos em condi¢des brandas, com tempos de reagdo curtos e sem o uso de solventes
clorados (Esquema 3, a)).

Outros estudos relataram um método para a conversao de acidos carboxilicos em N, N-
dimetilamidas usando N,N-dimetilacetamida (DMAC), como fonte de acetil e dimetilamina,
na presenca de N,N-carbonildiimidazol (CDI). Os autores concluiram que a metodologia
desenvolvida foi eficiente e conveniente para a N-acetilacdo de aminas, obtendo-se amidas
com excelentes rendimentos em condi¢des brandas (Esquema 3, b)) (CHIKKULAPALLI et
al., 2015).

Esquema 3. Exemplos de estratégias usadas para a sintese de amidas via N-acetilacio de
aminas.

a) NH>

i’
Ny CHON_
rIL
= TTmsl

b)

NH,
©/ DMAc

Fonte: (CHIKKULAPALLI et al., 2015; SAIKIA et al., 2016) com modificagGes.

No presente trabalho, foi utilizada a metodologia relatada por (CVETOVICH,;
DIMICHELE, 2006) com modificacdes. Os autores desenvolveram um procedimento one-pot
para a formacgdo de acrilanilidas, acrilamidas e amidas diretamente de 4cidos carboxilicos em

dimetilacetamida (DMAC). Essa metodologia utiliza dimetilacetamida com cloreto de tionila
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e quantidades estequiométricas de anilinas, obtendo amidas com excelentes rendimentos, a
temperatura ambiente e sem o uso adicional de bases.

Assim, dada a importancia das amidas em varios campos, e o interesse em desenvolver
compostos contendo esse grupamento, utilizando metodologias eficientes, o objetivo desse

capitulo € sintetizar derivados do 4cido hidnocarpico (1) contendo a por¢do amida e

caracterizar os novos compostos utilizando técnicas espectrométricas e espectroscopicas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Informacoes gerais

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
Estados Unidos) e foram utilizados sem purificacdo adicional. Todas as reagdes foram
monitorizadas por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas de silica pré-
revestidas com suporte de aluminio (Macherey-Nagel DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra
SIL G/UV254, Diiren, Alemanha). As placas CCD foram reveladas sob luz UV (A = 254
nandmetros, nm) e solu¢ao de vanilina.

A cromatografia em coluna flash foi realizada utilizando-se silica gel 60 (35-70 mesh,
Fluka-Analytical, St. Gallen, Swiss).

Os espectros de IV foram registrados num espectrofotometro VARIAN 660-IR
(Varian, Palo Alto, CA, EUA) equipado com GladiATR scanning de 4000 para 500 cm™1 do
Departamento de Quimica - Universidade Federal de Vicosa.

Os espectros RMN de 'H (300 e 400 MHz) e de *C (75 e 100 MHz) foram obtidos em
espectrometro BRUKER MHz (Billerica, Massachusetts, EUA) dos Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Alfenas e Universidade Federal de Minas Gerais. CDCl3
foi utilizado como solvente e referenciado usando o sinal de solvente. Os dados do RMN de
'H foram apresentados como deslocamento quimico (J), em ppm, seguido de multiplicidade,
valores de J em Hertz (Hz), nimero de H e C correspondentes. As multiplicidades sdo
designadas como s (simpleto), sl (simpleto largo), t (tripleto), m (multipleto).

A numeracdo das estruturas foi utilizada para assinalar os hidrogénios e carbonos no
espectro e nao segue o sistema da [UPAC, que foi a utilizada para a nomenclatura. O software
ChemDraw Ultra 12.0° (Chemical Structure Drawing Standard, PerkinElmer) foi utilizado

para a obten¢do dos nomes dos compostos organicos.
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A anédlise de HRMS foi realizada na Universidade Estadual de Maringa, usando o
espectrometro de massas Impact II bruker ESI-Q-TOF-MS (electrospray ionization-
quadrupole-time of flight) (Bruker Daltonics Corporation, Bremen, Germany).

Os valores dos angulo de rotagdo (o) foram medidos no polarimetro ADP220, ndmero
de série PFO5050 (Bellingham+Stanley Ltd., Tunbridge Wells, Kent, UK) do Departamento
de Farmacia - Universidade Federal de Minas Gerais. Sédio foi utilizado como fonte de luz
monocromatica (A = 598,3 nm) a temperatura de 24 °C ¢ 0,5 dm de caminho 6ptico (/). As
amostras foram solubilizadas em 2 mL de cloroférmio e a concentragao final (c¢) das solugcdes
foi calculada em g 100! mL™!.

Os calculos para obten¢ao da rotagdo especifica foram realizados empregando-se a

Equacao 1:

24 100
- lc

)

[a]p

2.2. Sinteses

2.2.1. Sintese do (R)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de prop-2-inila (2)

Uma solugdo do dcido (R)-11-(ciclopent-2-enil)undecandico (1) (0,100 g, 0,40 mmol)
em acetona (10 mL), carbonato de potéssio (0,111 g, 0,8 mmol) e 3-bromoprop-1-in (0,045
mL, 0,48 mmol) foram sequencialmente transferidos para um baldo de fundo redondo de 25
mL e refluxados por 24 h. A reagdo foi resfriada com 5 mL de uma mistura de agua
fria/diclorometano (1: 1 v/v). A mistura de reacdo foi elaborada com diclorometano (2 x 20
mL) e lavada com solucdo de cloreto de sddio (NaCl). A fase organica foi seca com sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O 6leo amarelo obtido foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel usando como eluente hexano:acetato de

etila 95:5 (v/v). A estrutura do composto 2 foi confirmada pelos seguintes dados.

18

5 6 8 10 12 14 19
4 \\\/\/\/\/\)J\
13 1

Caracteristica: Oleo amarelo
Massa molecular: 290,24 g mol’!

CCD, Rs: 0,69 (hexano: acetato de etila 9:1 v/v)



71

Rendimento: 82%
IV (ART) ¥mavem™: 2921, 2852, 1729, 1485, 1373, 1232, 1178, 1098, 985, 824, 720;

RMN de 'H (300 MHz, CDCLs) § (atribuigdo): 1,26 (sl, 16H, H6 a H13); 1,61-1,65 (m, 2H,
H14); 1,95-2,07 (m, 2H, H3); 2,33 (t, 4H, J = 7.5 Hz, H2, H15); 2,45 (s, 1H, H21); 2,60 (s,
1H, H4); 4,66-4,67 (m, 2H, H19); 5,65-5,70 (m, 2H, H1, H5);

RMN de 3C (75 MHz, CDCl) J (atribuicdo): 24,52 (C14); 29,12 (C7); 29,58-31,66 (CS-
C13); 32,12 (C2 e C3); 33,69 (C15); 35,86 (C6); 45,32 (C4): 51,41 (C19); 74,35 (C21); 76,31
(C20); 129,65 (C1); 135,13 (C5); 172,62 (C16).

2.2.2. Sintese das azidas organicas (3a-3h)

Brometos de benzila e cloretos de benzila (1 eq), azida de sédio (2,0 eq) e 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) foram utilizados para obter as azidas orginicas. O sistema de
reacdo foi deixado em agitacdo por 5 h em temperatura ambiente. Apos o tempo reacional a
mistura reagente adicionou-se dgua gelada e extraiu-se com acetato de etila (3x30 mL). A fase
organica foi lavada com uma solugdo saturada de NaCl (3x15 mL), seca com MgSQsa, filtrada
e concentrada sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio a 45 °C, fornecendo um 6leo

amarelo usado na sintese dos derivados triazolicos.

H
\©\/ o
N3

Nome: (azidometil)benzeno

Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular: 133,15 g mol’!

CCD, Rf: 0,93 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 95%

IV (ART) Pmawvem': 3065, 3032, 2931, 2876, 2088, 1702, 1495, 1454, 1348, 1251, 1200,
1077, 1028, 875, 735, 695, 567, 461;

EM (IE), m/z (%): 133 (M*™27), 104 (67), 91 (100), 77 (64), 65 (16), 52 (34), 51 (64).

Br
T
N3
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Nome: 1-(azidometil)-4-bromobenzeno
Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular: 212,05 g mol’!

CCD, Rt: 0,90 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 95%

IV (ART) Pmavem': 3065, 3032, 2921, 2877, 2090, 1654, 1495, 1451, 1252, 1057, 1026,
951, 874, 736, 696, 566, 461;

EM (IE), m/z (%): 212 (M™2), 184 (79), 169 (52), 155 (18), 77 (47), 44 (100).

I
O
N3

Nome: 1-(azidometil)-4-iodobenzeno
Caracteristica: Solido branco

Massa molecular: 259,05 g mol’!

CCD, Rf: 0,87 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 94%

IV (ART) Pmaveml: 3025, 2911, 2856, 2515, 2203, 2116, 1898, 1796, 1635, 1583, 1480,
1440, 1395, 1337, 1099, 1005, 929, 829, 795, 664, 593, 551, 478;

EM (IE), m/z (%): 259 (M™ 3), 231 (6), 217 (100), 90 (32), 77 (61), 50 (84).

F
\O\/ o0
N;

Nome: 1-(azidometil)-4-fluorobenzeno
Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular: 151,14 g mol™!

CCD, Rf: 0,90 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 95%

IV (ART) Pmawvem': 3044, 2932, 2880, 2092, 1893, 1601, 1508, 1416, 1343, 1221, 1157,
1098, 1057, 1015, 949, 879, 819, 765, 664, 538, 478;
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EM (IE), m/z (%): 151 (M™7), 122 (22), 109 (37), 95 (21), 40 (100).

H,C
N;

Nome: 1-(azidometil)-4-metilbenzeno
Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular: 147,18 g mol’!

CCD, Rf: 0,90 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 94%

IV (ART) Pmavem': 3024, 2922, 2873, 2089, 1610, 1489, 1446, 1378, 1262, 1233, 1156,
1093, 1040, 920, 863, 776, 739, 697, 538, 556, 508, 435;

EM (IE), m/z (%): 147 (M™ 32), 118 (61), 105 (90), 91(100), 65 (33), 51 (28), 39 (30).

O,N
\©\/ (3f)
N;

Nome: 1-(azidometil)-4-nitrobenzeno
Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular: 178,15 g mol’

CCD, Rt: 0,86 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 95%

IV (ART) $mavem': 3074, 2933, 2872, 2093, 1618, 1584, 1524, 1480, 1437, 1346, 1254,
1095, 1055, 923, 870, 801, 730, 687, 579, 554, 475;

EM (IE), m/z (%): 178 (M™ 4), 150 (34), 136 (38), 104 (77), 77 (88), 51 (100).

Alcoois piridinico e piperonilico (1 eq) foram mesilados previamente para obter as
azidas organicas 3g e 3h, respectivamente. O dlcool e diclorometano anidro (5 mL) foram
transferidos para um baldao de fundo redondo em ambiente inerte. Logo, o sistema de reagcdo
foi resfriado a -50 °C e adicionada trietilamina anidra (2 eq). Em seguida, foi adicionado
cloreto de mesila (1,5 eq) e o sistema reacional deixado em agitacdo por 8 h em temperatura

ambiente. Apos o tempo reacional, foi obtido um 6leo amarelo usado na sintese das azidas.
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Nome: 2-(azidometil)piridina

Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular: 134,14 g mol’!

CCD, R¢: 0,83 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 96%

IV (ART) Pmavem': 3054, 3013, 2932, 2869, 2091, 1744, 1590, 1572, 1474, 1434, 1341,
1269, 1148, 1097, 995, 961, 886, 834, 750, 662, 625, 583, 554, 464;

EM (IE), m/z (%): 134 (M™ 1), 106 (28), 79 (78), 52 (100), 49 (57), 44 (24).
0\
(0]
(3h)
N3

Nome: 5-(azidometil)benzo[d][1,3]dioxol
Caracteristica: Oleo amarelo

Massa molecular: 177,16 g mol™!

CCD, Rs: 0,86 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 95%

IV (ART) Pmavem': 2894, 2780, 2089, 1848, 1608, 1502, 1488, 1443, 1366, 1328, 1242,
1194, 1098, 1034, 925, 855, 807, 769, 690, 517, 504, 420;

EM (IE), m/z (%): 177 (M™ 40), 148 (48), 135 (100), 121 (16), 91 (6), 77 (3), 63 (42), 51
(34).

2.2.3. Sintese dos derivados triazélicos (T1-T8)

Ap6s a obtencdo das azidas e do alquino, 1 eq de alquino 2 (0,500 g, 0,17 mmol), 2.0
eq de azida organica, ascorbato de sédio (0,014 g, 0,07 mmol) e CuSO4,5H,0 (0,008 g, 0,03
mmol) foram adicionados em 4 mL de uma solucdo de diclorometano/agua destilada (1:1
v/v). A mistura de reagdo foi vigorosamente agitada a temperatura ambiente por 12 h. O

progresso da reagdo foi monitorado por CCD. A mistura foi entdo extraida com diclorometano
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(2 x 20 mL), e a fase organica foi lavada com uma solu¢do saturada de bicarbonato de sédio
(15 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob
pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna sobre silica gel,
eluida com hexano: acetato de etilo (2:1 v/v). As estruturas dos compostos sintetizados foram

suportadas pelos seguintes dados.

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila (T1)

18
O
5 6 8 10 12 14 19 2
4 22
) N 16 O/M\ 25
7 9 11 13 15 7 N
N=N
24

26 31
3
2 23 97 30

28 29

Caracteristica: Oleo branco

Massa molecular: 423,59 g mol’!

CCD, Rt: 0,40 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)

Rendimento: 50%

[a]p?*: + 25,53 (¢ 1,175; CHCl3);

IV (ART) Pmavem: 3064, 2918, 2850, 1728, 1548, 1455, 1165, 1054, 720;

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 (atribui¢do): 1,24-1,37 (m, 16H, H6 a H13); 1,56-1,59 (m,
2H, H14); 1,97-2,05 (m, 1H, H3); 2,29 (1, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,60 (s, 1H, H4); 5,17 (s,
2H, H19); 5,51 (s, 2H, H25); 5,66-5,70 (m, 2H, H1, H5); 7,27-7,28 (m, 2H, H29, H31); 7,35-
7,37 (m, 3H, H27, H28, H30); 7,50 (s, 1H, H21);

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) ¢ (atribuigdo): 24,91 (C14); 28,09 (C7); 29,18 (C8); 29,32
(C9); 29,53 (C10); 29,68 (C11); 29,73 (C12); 29,96 (C13); 32,08 (C2 e C3); 34,21 (C6);
36,27 (C15); 45,70 (C4); 54,32 (C25); 57,54 (C19); 123,67 (C21); 128,24-128,95 (C27 e
C31); 129,26 (C28); 130,08 (C30); 134,50 (C1); 135,56 (C5); 143,52 (C20); 173,83 (C16).

ESI-MS de alta resolu¢do m/z [M+H]*: Calculado para C2sH37N302: 424,2932; encontrado:
424,2958.
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(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(T2)
18
0]
o 25
1 @ 7 e 11 o1 150 1(3/}(\/'\]
3 24 N=N
2 23 57 30

26 31

28 Br
32

Caracteristica: Oleo branco

Massa molecular: 502,49 g mol!

CCD, Rt: 0,36 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)

Rendimento: 45%

[a]p®*: + 25,45 (¢ 0,550; CHCl5);

IV (ART) Pmavem': 3055, 2916, 2849, 1728, 1489, 1468, 1223, 1164, 1053, 785, 486;

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) § (atribuicdo): 1,24 (sl, 16H, H6 a H13); 1,55-1,59 (m, 2H,
H14); 1,97-2,07 (m, 2H, H3); 2,29 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,61 (s, 1H, H4); 5,18 (s, 2H,
H19); 5,47 (s, 2H, H5); 5,65-5,70 (m, 2H, H1, H5); 7,13 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H27, H31); 7.48
(s, TH, H21); 7,51 (s, 2H, H28, H30);

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) § (atribuigdo): 24,92 (C14), 28,10 (C7), 29,19 (C8), 29,34
(C9), 29,55 (C10), 29,75- 29,96 (C11 e C12), 30,00 (C13), 32,09 (C2 e C3), 34,21 (Co0),
36,29 (C15), 45,70 (C4), 53,62 (C25), 57,49 (C19), 123,15 (C21), 123,71 (C27), 123,71
(C27), 129,83 (C31), 130,10 (C28), 132,45 (C30), 133,51 (Cl1), 135,57 (C5), 143,74 (C20),
173,87 (C16);

ESI-MS de alta resolu¢io m/; [M+Na]*: Calculado para CisH3sBrNs;O,: 524,1871;
encontrado: 524,1883.
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(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(T3)
18
0]
o 25
! @ 7 s n 13 15 SMN
3 24 N=N
2 23 o7 30

26 31

28 |

Caracteristica: Oleo branco

Massa molecular: 549,49 g mol’!

CCD, Rf: 0,36 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)

Rendimento: 47%

[a]p?*: + 25,40 (c 0,630; CHCIl3);

IV (ART) vmavem': 3049, 2917, 2849, 1725, 1469, 1222, 1163, 1057, 1009, 786, 718, 473;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) § (atribui¢do): 1,24-1,39 (m, 16H, H6 a H13); 1,56-1,59 (m,
2H, H14); 1,97-2,06 (m, 2H, H3); 2,29 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,61 (m, 1H, H4); 5,18
(s, 2H, H19); 5,46 (s, 2H, H25); 5,66-5,70 (m, 2H, H1, HS); 7,02 (d, 2H, J = 9,6 Hz, H27,
H31); 7,51 (s, 1H, H21); 7,70 (d, 2H, J = 9,6 Hz, H28, H30);

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) ¢ (atribui¢do): 24,94 (C14), 28,12 (C7), 29,21 (C8), 29,35
(C9), 29,56 (C10), 29,77 (C11), 29,73 (C12), 29,99 (C13), 32,11 (C2 e C3), 34,23 (C6), 36,30
(C15), 45,73 (C4), 53,74 (C25), 57,52 (C19), 94,81 (C29), 123,70 (C21), 129,99 (C27 e 31),
134,18 (C1), 135,59 (C5), 138,43 (C28 e C30), 143,77 (C20), 173,88 (C16);

ESI-MS de alta resolu¢do m/z [M+Na]*: Calculado para CosHzsIN3O2: 572,1719;
encontrado: 572,1744.
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(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(T4)

18

O
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Caracteristica: Oleo branco

Massa molecular: 441,58 g mol’!

CCD, Rs: 0,37 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)
Rendimento: 46%

[a]p?*: + 24,0 (c 0,500; CHCl5);

IV (ART) Pmavem: 3067, 2916, 2849, 1726, 1608, 1513, 1469, 1239, 1160, 1053, 953, 789,
718;

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) ¢ (atribui¢do): 1,23 (sl, 16H, H6 a H13); 1,55-1,59 (m, 2H,
H14); 1,95-2,06 (m, 2H, H3); 2,28 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,60 (s, 1H, H4); 5,17 (s, 2H,
H19); 5,47 (s, 2H, H25); 5,64-5,70 (m, 2H, H1, H5); 7,02-7,08 (m, 2H, H27, H28); 7,23-7,25
(m, 2H, H30, H31); 7,50 (s, 1H, H21);

RMN de BC (75 MHz, CDCl3) § (atribuigdo): 24,92 (C14); 29,18 (C7); 29,19-30,00 (C8-
C13); 32,08 (C2 e C3); 34,21 (C6); 36,27 (C15); 45,71 (C4); 53,56 (C25); 57,50 (C19);
116,43 (d, J = 21,6 Hz, C28 e C30); 123,60 (C21); 130,08 (d, J = 8,2 Hz, C27); 130,42 (d, J =
2,9 Hz, C31); 135,56 (C1); 138,51 (C5); 143,68 (C20); 161,37 (d, J =248,0 Hz, C29); 173,85
(C16);

ESI-MS de alta resolucio m/z [M+Na]*: Calculado para CasH3sFN3O2: 464,2651;
encontrado: 464,2683.



79

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(T5)

18
O
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Caracteristica: Oleo branco

Massa molecular: 437,62 g mol’!

CCD, Rf: 0,40 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)

Rendimento: 46%

[a]p**: + 28,0 (¢ 0,500; CHCl3);

IV (ART) vmavem: 3052, 2918, 2850, 1726, 1468, 1222, 1163, 1055, 954, 789, 718, 475;

RMN de 'H (300 MHz, CDCL3)  (atribuicdo): 1,24 (sl, 16H, H6 a H13); 1,55-1,59 (m, 2H,
H14); 1,95-2,06 (m, 2H, H3); 2,28 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,34 (s, 3H, H32); 2,60 (s,
1H, H4); 5,17 (s, 2H, H19); 5,47 (s, 2H, H25); 5,64-5,70 (m, 2H, H1, H5); 7,17 (s, 4H, H27,
H28, H30, H31); 7,48 (s, 1H, H21);

RMN de 3C (75 MHz, CDCl) § (atribui¢do): 21,30 (C32) 24,92 (C14); 28,11 (C7); 29,19
(C8); 29,34 (C9); 29,55 (C10); 29,82-29,96 (C11 e C12); 30,00 (C13); 32,09 (C2 e C3); 34,22
(C6); 36,29 (C15); 45,71 (C4); 54,16 (C25); 57,52 (C19); 123,59 (C21); 128,32 (C27 e C31);
129,93 (C31 e C28); 130,09 (C26); 131,41(C1); 135,57 (C5); 143,40 (C20); 173,87 (C16);

ESI-MS de alta resolugdo m/z [M+H]": Calculado para C27H39N302: 438,3115; encontrado:
438,3106.
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(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(T6)
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Caracteristica: Oleo branco

Massa molecular: 468,69 g mol’!

CCD, Rs: 0,36 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)

Rendimento: 55%

[a]p**: + 20,0 (¢ 0,500; CHCl3);

IV (ART) vmavem': 3085, 2917, 2849, 1726, 1535, 1347, 1169, 960, 808, 722;

RMN de 'H (300 MHz, CDCIl3) ¢ (atribuigdo): 1,24 (sl, 16H, H6 a H13); 1,55-1,60 (m, 2H,
H14); 1,95-2,04 (m, 2H, H3); 2,30 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,60 (s, 1H, H4); 5,20 (s, 2H,
H19); 5,63 (s, 2H, H25); 5,64-5,70 (m, 2H, H1, H5); 7,57-7,59 (m, 2H, H27, H31); 7,62 (s,
1H, H21); 8,15-8,24 (m, 2H, H28, H30);

RMN de *C (75 MHz, CDCls) ¢ (atribui¢do): 24,93 (C14); 28,11 (C7); 29,21 (C8); 29,34
(C9); 29,56 (C10); 29,83 (C11 e C12); 30,01 (C13); 32,10 (C2 e C3); 34,21 (C6); 36,30
(C15); 45,72 (C4); 53,29 (C25); 57,43 (C19); 123,02 (C21); 124,00 (C28 e C30); 130,12
(C31); 130,48 (C27); 134,03 (C1); 135,58 (C5); 136,59 (C20 e C26); 173,93 (C16);

ESI-MS de alta resolucdo m/; [M+Na]*: Calculado para CisH3sN4Os: 491,2629;
encontrado: 491,2624.

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(piridin-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(T7)
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Caracteristica: Oleo branco

Massa molecular: 424,58 g mol’!

CCD, Rt: 0,33 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)

Rendimento: 70%

[a]p?*: + 28,89 (c 0,900; CHCl3);

IV (ART) Pmavem': 3051, 2918, 2850, 1730, 1593, 1462, 1437, 1358, 1228, 1157, 1049,
1751, 719;

RMN de 'H (300 MHz, CDCIl3) ¢ (atribuigdo): 1,25 (sl, 16H, H6 a H13); 1,57-1,64 (m, 2H,
H14); 1,96-2,07 (m, 2H, H3); 2,30 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,60 (s, 1H, H4); 5,20 (s, 2H,
H19); 5,64 (s, 2H, H25); 5,68-5,71 (m, 2H, H1, HS); 7,18-7,24 (m, 2H, H29, H31); 7,68 (t,
1H, J=7,7 Hz, H30); 7,74 (s, 1H, H21); 8,59 (d, 1H, J = 4,8 Hz, H28);

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) § (atribui¢do): 24,57 (C14); 27,70 (C7); 28,82 (C8); 28,94
(C9); 29,15 (C10); 29,29 (C11); 29,34 (C12); 29,60 (C13); 31,69 (C2 e C3); 33,86 (C6);
35,89 (C15); 45,34 (C4); 55,39 (C25); 57,20 (C19); 122,18 (C29); 123,19 (C31); 123,89
(C21); 129,68 (C1); 135,18 (C5); 137,06 (C30); 143,19 (C20); 149,56 (C28); 153,98 (C26);
173,38 (C16);

ESI-MS de alta resolu¢do m/z [M+H]*: Calculado para C2sH3sN4O2: 425,2897; encontrado:

425,2911.

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato  de  (1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il) metila ('T8)
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Caracteristica: Oleo branco
Massa molecular: 467,60 g mol™!
CCD, Rf: 0,37 (hexano: acetato de etila 2:1 v/v)

Rendimento: 60%
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[a]p**: + 18,57 (¢ 1,185; CHCl3);

IV (ART) Pmaxem™': 3052, 2916, 2849, 1727, 1542, 1493, 1444, 1256, 1164, 1043, 928, 775,
717,

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) § (atribui¢do): 1,23-1,38 (m, 16H, H6 a H13); 1,56-1,59 (m,
2H, H14); 1,97-2,05 (m, 1H, H3); 2,28 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,60 (s, 1H, H4); 5,17
(sl, 2H, H19); 5,40 (sl, 2H, H25); 5,65-5,70 (m, 2H, H1, HS); 5,96 (sl, 2H, H33); 6,74 (s, 1H,
H27); 6,78 (sl, 2H, H28, H31); 7,49 (s, 1H, H21);

RMN de 3C (100 MHz, CDCI3) § (atribuigdo): 24,92 (C14); 28,09 (C7); 29,19 (C38); 29,32
(C9); 29,54 (C10); 29,68 (C11); 29,99-30,05 (C13); 32,08 (C2 e C3); 34,22 (C6); 36,27
(C15); 45,71 (C4); 54,17 (C25); 57,54 (C19); 101,56 (C33); 108,73 (C28 e C31); 122,16
(C21); 123,45 (C27); 128,06 (C26); 130,09 (C1); 135,57 (C5); 143,49 (C20); 148,24 (C30);
173,85 (C16);

ESI-MS de alta resolu¢do m/z [M+H]*: Calculado para C27H37N304: 490,2672; encontrado:
490,2676.

2.2.4. Sintese das amidas

Uma solugdo de dimetilacetamida (2 mL) e o 4&cido (R)-11-(ciclopent-2-
enil)undecandico (1) (1 eq) foram transferidos para um baldo de fundo redondo de 25 mL em
ambiente inerte e deixados em agitacdo por 5 minutos. Depois, o sistema reacional foi
resfriado a -5 °C, adicionado gota a gota o cloreto de tionila (2 eq) e deixado em agitagcdo por
15 minutos. Posteriormente, anilina (3 eq) foi adicionada a mistura de reacdo e deixada em
agitacdo em temperatura ambiente por 1h. Apds o tempo de reacdo, agua destilada (8 mL) foi
adicionada na mistura e mantida em agitacao por mais 1h. Finalmente, a mistura foi elaborada
com diclorometano (2 x 20 mL) e lavada com 4gua destilada. A fase organica foi seca com
sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob pressdao reduzida. O solido obtido foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel usando como eluente hexano:acetato de

etila 7:3 (v/v). As estruturas dos compostos foram confirmadas pelos seguintes dados.

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-fenilundecanamida (A1)
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0 /@
Caracteristica: Solido branco
Massa molecular: 327,51 g mol!
CCD, Rt: 0,76 (hexano: acetato de etila 7:3 v/v)
Rendimento: 70%

IV (ART) Pmavem™: 3330, 3059, 2916, 2849, 2361, 2148, 1659, 1598, 1530, 1440, 1309,
1248, 1178, 755,717, 691;

EM (IE), m/z (%): 327 (M™ 3), 135 (15), 120 (3), 93 (96), 67 (100), 41 (51).

(R)-N-(4-bromofenil)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanamida (A2)

Br
O /©/
@“‘\\MN
H

Caracteristica: Solido branco

Massa molecular: 406,41 g mol’!

CCD, Rt: 0,76 (hexano: acetato de etila 7:3 v/v)
Rendimento: 86%

IV (ART) Pmavem': 3288, 3049, 2916, 2847, 2361, 2162, 2022, 1750, 1655, 1587, 1525,
1487, 1393, 1242, 1176, 1701, 816, 717;

EM (IE), m/z (%): 407 (M*2), 326 (1), 234 (2), 213 (4), 173 (85), 67 (100), 41 ( 40).

(R)-N-(4-clorofenil)-11-(ciclopent-2-en-1-il) undecanamida (A3)

24 26
A 23 Cl
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y W @
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- 16 N
1@ 7 9 11 13 15 H 21
19

A 3
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Caracteristica: Solido branco

Massa molecular: 361,95 g mol!

CCD, Rt: 0,73 (hexano: acetato de etila 7:3 v/v)
Rendimento: 82%

IV (ART) Pmavem: 3288, 3047, 2916, 2847, 2360, 2162, 2027, 1887, 1654, 1593, 1524,
1491, 1469, 1395, 1279, 1091, 828, 714;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) J (atribui¢do): 1,26 (m, 16H, H6 a H13); 1,71 (m, 2H, H14);
2,02 (m, 1H, H3); 2,33 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,60 (s, 1H, H4); 5,68 (m, 2H, H1, HS);
7,17 (sl, 1H, NH); 7,28 (m, 2H, H21, H23); 7,45 (m, 2H, H20, H24);

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) ¢ (atribuigdo): 26,00 (C14); 28,43 (C7); 29,71 (C8); 29,34
(C9); 29,56 (C10); 29,68 (C11); 29,73 (C12); 29,96 (C13); 30,34 (C2) 32,43 (C3); 36,62
(C6); 38,24 (C15); 46,07 (C4); 121,44 (C20 e C24); 129,45 (C23 e C21); 130,44 (C5 e Cl);
135,90 (C22); 136,97 (C19); 171,86 (C16).

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-(4-fluorofenil) undecanamida (A4)

4 \\
N 23
1 7 9 1 13 15 H 22
20

Caracteristica: Solido branco

Massa molecular: 345,50 g mol!

CCD, Rt: 0,76 (hexano: acetato de etila 7:3 v/v)
Rendimento: 80%

IV (ART) $maveml: 3292, 3048, 2916, 2849, 2361, 1740, 1654, 1613, 1530, 1509, 1469,
1405, 1221, 1177, 1096, 829, 716, 513;

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 (atribuigdo): 1,26 (m, 16H, H6 a H13); 1,70 (m, 2H, H14);
2,02 (m, 1H, H3); 2,33 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,60 (s, 1H, H4); 5,68 (m, 2H, H1, HS);
6,98 (m, 2H, H21, H23); 7,38 (sl, 1H, NH); 7,45 (m, 2H, H20, H24);

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) ¢ (atribuigdo): 25,76 (C14); 28,11 (C7); 29,76 (C8); 29,34
(C9); 29,56 (C10); 29,68 (C11); 29,73 (C12); 29,96 (C13); 32,09 (C2 e C3); 36,29 (C6);
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37,77 (C15); 45,72 (C4); 115,83 (C23 e C21); 121,74 (C20 e C24); 130,11 (C1); 134,05 (C5);
135,57 (C19); 161,00 (C-F); 171,66 (C16).

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-(p-tolil)undecanamida (AS)

17 23
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Caracteristica: Solido branco

Massa molecular: 341,54 g mol™!

CCD, Rt: 0,76 (hexano: acetato de etila 7:3 v/v)
Rendimento: 76%

IV (ART) Pmavem': 3285, 3047, 2916, 2848, 2361, 1654, 1595, 1526, 1470, 1403, 1249,
1179, 1109, 961, 813, 716, 503;

RMN de 'H (400 MHz, CDCLs) 6 (atribuicio): 1,26 (m, 16H, H6 a H13); 1,71 (m, 2H, H14);
2,01 (m, 1H, H3); 2,27 (sl, 3H, H25); 2,30 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,61 (s, 1H, H4);
5,68 (m, 2H, H1, H5); 7,09 (m, 2H, H21, H23); 7,18 (sl, 1H, NH); 7,39 (m, 2H, H20, H24);
RMN de 3C (100 MHz, CDCl3) 6 (atribui¢do): 20,97 (C25); 25,82 (C14); 28,11 (C7); 29,71
(C8); 29,34 (C9); 29,41 (C10); 29,68 (C11); 29,77 (C12); 30,00 (C13); 32,09 (C2 e C3);
36,29 (C6); 37,89 (C15); 45,72 (C4); 120,03 (C20 e C24); 129,54 (C23 e C21); 130,09 (C5 e
Cl1); 133,85 (C22); 135,58 (C19); 171,55 (C16).

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-(4-metoxifenil )undecanamida (A6)

17

23 25
24 22 _OCHj
0]
5 6 8 10 12 14 19
21

20

N
. IN
A
7
<
©
N
=
N
@
N
o
N
=y
> IZ

Caracteristica: So6lido branco
Massa molecular: 357,54 g mol’!
CCD, Rt: 0,70 (hexano: acetato de etila 7:3 v/v)

Rendimento: 74%
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IV (ART) Pmaveml: 3294, 3048, 2917, 2849, 1724, 1652, 1530, 1511, 1468, 1410, 1236,
1178, 1029, 824, 733, 519;

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) J (atribui¢do): 1,25 (m, 16H, H6 a H13); 1,71 (m, 2H, H14);
2,00 (m, 1H, H3); 2,32 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,61 (s, 1H, H4); 5,68 (m, 2H, H1, HS);
6,85 (m, 2H, H21, H23); 7,10 (sl, 1H, NH); 7,41 (m, 2H, H20, H24);

RMN de 3C (100 MHz, CDCL) § (atribuicio): 25,86 (C14); 28,12 (C7); 29,44 (C8); 29,77
(C9); 29,41 (C10); 29,68 (C11); 29,77 (C12); 30,01 (C13); 32,11 (C2 e C3); 36,31 (C6);
37,82(C15); 45,75 (C4); 55,62 (26); 114,27 (C23 e C21); 121,87 (C20 e C24); 130,11 (C1);
135,61 (C5); 156,50 (C22); 171,41 (C16).

(R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-(3,4-diclorofenil)undecanamida (A7)

25
Cl

2
17 2322 Cl

4 16 N 21
1 @ 7 9 11 13 15 H 20
18

Caracteristica: Solido branco

6

Massa molecular: 396,40 g mol’!

CCD, Rt: 0,70 (hexano: acetato de etila 7:3 v/v)
Rendimento: 78%

IV (ART) Pmavem': 3287, 3044, 2916, 2848, 1652, 1578, 1517, 1470, 1389, 1285, 1236,
1177, 1028, 911, 863, 815, 715, 566, 440

RMN de 'H (400 MHz, CDCL) 6 (atribuigdo): 1,26 (m, 16H, H6 a H13); 1,71 (m, 2H, H14);
2,02 (m, 1H, H3); 2,34 (t, 4H, J = 7,5 Hz, H2, H15); 2,60 (s, 1H, H4); 5,68 (m, 2H, H1, H5):
7,14 (sl, 1H, NH); 7,34 (m, 2H, H20, H21); 7,76 (sl, 1H, H24);

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) ¢ (atribuigdo): 25,60 (C14); 28,11 (C7); 29,36 (C8); 29,76
(C9); 29,41 (C10); 29,68 (C11); 29,77 (C12); 30,00 (C13); 32,10 (C2 e C3); 36,30 (C6);
37,82 (C15); 45,72 (C4); 119,06 (21); 121,54 (C20); 130,56 (C23 e C24); 132,84 (Cl);
135,57 (C5); 137,59 (C19); 171,80 (C16).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Triazois

ApO6s a caracterizagdo quimica do dcido hidnocarpico (1) como principal metabdlito
isolado das sementes, este composto foi submetido a modificacdo quimica para produzir uma
série de derivados que apresentam diferentes anéis substituidos de 1,2,3-triazol. A sintese dos
1,2,3-triazéis derivados do 4cido hidnocérpico (1) foi realizada via CuAAC entre as azidas
funcionalizadas (3a-3h) e o alquino terminal (2). Para isso, o acido hidnocérpico (1) foi
primeiro propargilado para produzir o alcino 2 com 82% de rendimento.

Concomitantemente, foram preparadas as azidas organicas por meio de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica molecular (Sn2) entre brometos ou cloretos de benzila e azida de
s6dio. Em seguida, as azidas foram reagidas com o alcino 2 para obter os derivados triazdlicos
como produtos finais. Foram obtidos 8 triazéis (T1, T2, T3, T4, TS, T6, T7, T8) com
rendimentos variando de 45 a 70%. As etapas para a obtencdo dos triazdis sdo apresentadas
no Esquema 4 e as estruturas dos derivados sintetizados na Figura 23. O derivado alquino
(2) foi caracterizado por espectroscopia de IV, RMN de 'H e BC. As azidas (3a-3h) foram
caracterizadas por espectroscopia de IV e CG-MS (Anexos). Os triazois obtidos foram
caracterizados por espectroscopia de IV, RMN de 'H e '*C, HRMS e rotacio especifica, [o]p.

No espectro IV do derivado alquino (2) (Figura 24) aparecem as bandas de vibracdes
de estiramento de Csp2 —H e Csp3 —H, em 2922 cm' e 2852 cm’!, respectivamente. Uma banda
em 2130 cm’! corresponde a C=C do alquino terminal. A banda na regido de 1739 cm
referente ao estiramento C=0. As bandas observadas em 1459 cm™ e 1437-1417 cm™! sdo
referentes as vibracdes de deformacgdao angular de CH> e CHs, respectivamente. A banda na
regido de 1157 cm™! é produzida pelo estiramento C-CO-O e a banda em 1098 cm™! € atribuida
ao estiramento O-C-C. Por dltimo, observa-se a banda em 719 cm™ devido a deformagdo

angular fora do plano de CHz (Barbosa, 2007).



Esquema 4. Etapas para obtenc¢ao dos triazéis derivados do dcido hidnocarpico.
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Figura 23. Derivados sintetizados a partir do alcino 2.
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Figura 24. Espectro no infravermelho (FTIR-ATR) do (R)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato

de prop-2-inila (2).
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O espectro de RMN de 'H do derivado alquino (2) (Figura 25) apresenta um
multipleto em J 5,67, integrado para 2H que correspondem a H1 e HS5 ligado ao carbono
olefinico C1 e C5. Um multipleto em ¢ 4,64 (2H) atribuido ao H19 do carbono metilénico
C19. Um simpleto em ¢ 2,58 (1H) relativo ao hidrogénio H4 correspondente ao carbono C4
do anel. Pode-se observar um outro simpleto em ¢ 2,45 (1H) referente ao H21, e um tripleto
em o0 2.33 (t, J = 7.5 Hz, 4H) relativos aos hidrogénios H2 e H15 ligados aos carbonos C2 e
C15 da cadeia. O multipleto em 0 2,02 (m, 2H) refere-se ao hidrogénio H3. Por ultimo,
observam-se um multipleto e um simpleto largo referentes aos hidrogénios metilénicos dos
carbonos C14 e C6-13 nos deslocamentos de 0 1,63 e J 1,26, respectivamente.

No espectro de RMN de BC (F igura 26), observa-se um sinal em ¢ 172,62 atribuido
ao carbono da carbonila (C16). Os carbonos da ligacdo dupla (C5 e C1) aparecem em o
135,13 e 129,65. Os sinais entre 0 76,31 e 74,35 correspondem aos carbonos C20 e C21
atribuidos aos carbonos da ligacdo tripla. Foi observado um sinal d 51,41 que corresponde ao
C19 ligado ao éster. Foi observado um sinal em ¢ 45,32 devido ao C4 do anel ciclopenténico.
Finalmente, os sinais entre ¢ 35,86 até 24,52 correspondem aos carbonos metilénicos do anel

e da cadeia lateral (C6-C15).



Figura 25. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do (R)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de prop-2-inila (2).

[32]
]
=
$8ST'T — 5
[=2]
&
(829°'T— ™
©
br =5
o 9b09'T —
20T 8879'T — -
§2S9'T —
L9EET —
98bb'T —
5009°C —
0vS6'T\
8596'T \
5o 0e86T
/) “ 7966'T ~
x\ 7/ cotoz—
/ ez
o S010°T m
/ +1S0°¢C \
or  1890°C
o mle\
1859 — /m
m\
/n 0TIEZ ~
7 LSEET—
g ST9E'Z —
02L9°G — /n
° 1859'% B
6199 — g
/9 £999'y 7
F
w\
€A 0092, —

!

5.

T
\

1.65 1.60 1.55

1.70

22
H19

2.3

4.68 4.66 4.642.4

PPM

PPM

PPM

Hest
F 581

F 1ot

Fozw
F 890
Foot

=Zre

Fesr

0.5

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.0
PPM

4.5
Fonte: autoria propria.

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

91



Figura 26. Espectro de RMN de '*C (75 MHz, CDCls) do (R)-11-(ciclopent-2-enil)undecanoato de prop-2-inila (2).
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Por outro lado, os espectros de IV mostraram as bandas esperadas para os derivados
triazélicos como 3085-3052 cm™! (estiramento Cgpo—H), 1730-1726 cm™! (estiramento C=0) e
1535-1468 cm™ (estiramento C=C).

O espectro de RMN de 'H de todos os produtos exibiu o sinal do préton olefnico do
anel triazélico como um simpleto préximo a o 7,50. Os sinais correspondentes aos
hidrogénios do anel benzeno foram observados na faixa de ¢ 7,00 a 7,69. No caso do derivado
T8, além de apresentar os sinais anteriormente descritos, foi observado um simpleto 0 5,96 (s,
2H) que corresponde aos hidrogénios ligados ao carbono metilénico do anel piperonilico
(Anexos).

Os sinais quimicos de carbono foram compativeis com a estrutura dos compostos no
espectro de RMN de 13C. Todos os compostos exibiram os sinais na faixa de ¢ 173,83-173,93,
0 130,08-130,48 e ¢ 134,03-135,58 atribuidos aos carbonos da carbonila (C16) e olefinicos
(C1 e C5), respectivamente. O composto T4 contendo flior como substituinte no anel
aromatico fornece as constantes de acoplamento tipicas, sendo observado o sinal em J 161,37
(d, J = 248,0 Hz) correspondente ao carbono ligado ao substituinte (F") e os sinais observados
entre 0 130,42 (d, J =2,9 Hz), 130,08 (d, J = 8,2 Hz) e 116,43 (d, J = 21,6 Hz) atribuidos aos
carbonos do anel aromatico (Anexos). O derivado T8 apresentou um sinal em ¢ 101,56 que
corresponde ao carbono metilénico do anel piperonilico (Anexos).

Finalmente, as férmulas moleculares foram confirmadas por andlise HRMS, e os
valores de [a]p foram calculados para cada derivado triazélico.

Como exemplo, o espectro de IV do derivado triazélico (T1) (Figura 27) apresenta as
bandas de vibragdes de estiramento de Cgpo-H e Cgps—H em 3064 cm' e 2918-2850 cm™,
respectivamente. A banda em 1728 cm™! referente ao estiramento C=0. A banda em 1548 cm’
! corresponde ao estiramento de ligagdo C=C. Uma banda em 1455 cm é referente as
vibragdes de deformagio angular de CH> e CHs. A banda em 1165 cm” é devida ao
estiramento O-C-C. Uma banda observada em 1054 c¢cm’! corresponde ao estiramento C-O e,
finalmente, a banda em 720 cm™ & atribuida 4 deformacdo angular fora do plano de CHa
(Barbosa, 2007).

No espectro de RMN de 'H do derivado triazélico (T1) (Figura 28) um singleto em ¢
7,50 (s, 1H) atribuido ao hidrogénio H21 que corresponde ao carbono oleofinico do anel
triaz6lico. Um multipleto em o0 7,36 (m, 3H) que corresponde aos hidrogénios H27, 28 e 30, o
multipleto em 0 7,27 (m, 2H) atribuido aos hidrogénios H29 e H31, todos os hidrogénios

anteriores sdo atribuidos ao anel benzé€nico. Observa-se um multipleto 6 5,68 (m, 2H) que
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corresponde a H1 e HS, ligados aos carbono olefinico C1 e CS5. Dois singletos d 5,51 (s, 2H) e
5,17 (s, 2H) que correspondem aos hidrogénios H25 e H19. Outro simpleto em ¢ 2,60 (s, 1H)
relativo ao hidrogénio H4 correspondente ao carbono C4 do anel. Pode-se observar um
tripleto em o 2,29 (t, 4H) referente ao H2 e ao H15. O multipleto em ¢ 2,02 (m, 1H) ¢é
referente ao hidrogénio H3. Por dltimo, observam-se dois multipletos referentes aos
hidrogénios metilénicos dos carbonos C14 e C6-13 nos deslocamentos de ¢ 1,57 e 0 1,26.

No espectro de RMN de 13c (Figura 29), foi observado um sinal em ¢ 173,83
atribuido ao carbono da carbonila (C16). Os sinais entre 0 143,52 e 130,08 correspondem aos
carbonos C20 da ligagao dupla no anel triazélico e C28 e C30 atribuidos aos carbonos do anel
aromatico, respectivamente. Dessa forma, os sinais entre J 129,26 e 128,23 correspondem aos
carbonos do anel aromatico C27, C29 e C31. Os carbonos da ligagdo dupla (C5 e Cl1)
aparecem em 0 135,56 e 134,50. Foi observado um sinal ¢ 57,54 que corresponde ao C19
ligado ao éster. Um sinal em ¢ 54,32 (C25) devido ao carbono metilénico que corresponde ao
substituinte benzilico. Finalmente, foram observados os sinais correspondentes aos carbonos

metilénicos do anel e da cadeia lateral.

Figura 27. Espectro no infravermelho (FTIR-ATR) do (R)-11-(ciclopent-2-en-1-
il)undecanoato de (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila (T1)
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Figura 29. Espectro de RMN de !*C (75 MHz, CDCl3) do (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila (T1)
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Por dltimo, no espectro de IV do derivado T7 (Figura 30) observa-se uma banda em
1730 cm! referente ao estiramento C=0. As bandas de vibracdes de estiramento de Csp2 —H e
Csps —H aparecem em 3051 cm! e 2918-2850 cm™! respectivamente. A banda em 1593 cm™
corresponde ao estiramento de ligacdo C=C. As bandas em 1462-1437 cm™! sdo referentes as
vibracdes de deformacdo angular de CH, e CH;. Uma banda em 1157 cm™ € devida ao
estiramento O-C-C. A banda observada em 1049 cm™! corresponde ao estiramento C-O e,

finalmente, a banda em 719 cm™ ¢ atribuida 2 deformacdo angular fora do plano de CH»

(Barbosa, 2007).

Figura 30. Espectro no infravermelho (FTIR-ATR) do (R)-11-(ciclopent-2-en-1-
il)undecanoato de (1-(piridin-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila (T7)
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No espectro de RMN de 'H do derivado T7 (Figura 31) observa-se um dupleto em ¢
8,59 (d, J 4,58 Hz, 1H) atribuido ao hidrogénio H28 do anel piridinico. Um singleto em 6 7,74
(s, 1H) que corresponde ao hidrogénio H21 ligado ao carbono oleofinico do anel triazdlico. O
tripleto e o multipleto em o0 7,68 (t, 1H, J = 7,7 Hz, H30) e 6 7,21 (m, 2H), respectivamente,
sao atribuidos aos hidrogénios H30, H29 e 31, todos os hidrogé€nios anteriores correspondem
ao anel piridinico. Observa-se um multipleto 0 5,68 (m, 2H) que corresponde a H1 e HS,
ligados aos carbonos olefinicos do anel ciclopenténico. Dois simpletos ¢ 5,64 (s, 2H) e 5,20
(s, 2H) sdo atribuidos aos hidrogénios H25 e H19. Um simpleto em ¢ 2,60 (m, 1H) relativo ao
hidrogénio H4 correspondente ao carbono C4 do anel. Um tripleto em ¢ 2,30 (t, 4H, J 7,5 Hz)
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¢ atribuido a H2 e H15. Por dltimo, observam-se os multipletos referentes aos hidrogénios
metilénicos dos carbonos C3, C14 e C6-13.

No espectro de RMN de '°C (Figura 32) um sinal em § 173,38 atribuido ao carbono
da carbonila (C16). Os sinais observados entre ¢ 153,98 e ¢ 149,56 sdo atribuidos aos
carbonos C26 e C28 do anel piridinico, respectivamente. Os sinais em ¢ 143,19 e 6 122,18
correspondem aos carbonos C20 e C21, carbonos oleofinicos do anel triazélico. Os carbonos
da ligacdo dupla do anel ciclopenténico (C5 e C1) aparecem em o 135,18 e 129,68. Foi
observado um sinal 0 55,39 que corresponde ao C19 ligado ao éster. Um sinal em 6 57,20
devido ao C25 do carbono metilénico. Foi observado um sinal em ¢ 45,34 que corresponde ao
C4 do anel ciclopenténico. Finalmente, foram observados os sinais correspondentes aos

carbonos metilénicos do anel e da cadeia lateral.



Figura 31. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(piridin-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-
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Figura 32. Espectro de RMN de !*C (75 MHz, CDCl3) do (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(piridin-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-
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3.2. Amidas

O 4cido hidnocarpico (1) isolado das sementes de Carpotroche brasiliensis foi
utilizado para produzir uma série de amidas aromadticas com diferentes substituintes. A sintese
das amidas derivadas do 4cido hidnocarpico (1) foi realizada one-pot por meio de uma reagao
de amidacdo empregando 4cidos carboxilicos em dimetilacetamida. Para isso, o &cido
hidnocérpico (1) foi reagido com cloreto de tionila, formando o cloreto de acido. Em seguida,
as amidas foram preparadas por meio de uma reacdo de substitui¢do nucleofilica entre as
anilinas substituidas com o cloreto de dcido, na presenca de dimetilacetamida usada como
solvente e catalisador. Finalmente, foram obtidas 7 amidas (A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7)
com rendimentos variando de 70 a 86%. As etapas para a obtencdo das amidas sdo
apresentadas no Esquema 5. As amidas obtidas foram caracterizadas por espectroscopia de

IV e RMN de 'H e '*C e as estruturas sdo apresentadas na Figura 33.

Esquema 5. Reagdo geral para a obtencdo das amidas derivadas do 4cido hidnocérpico.

O
a™ _

‘A1 R=H (70%) :
‘A2 R=Br (86%) !
‘A3 R=CI (82%):
‘A4 R=F (80%):
!A5 R=CH; (76%) !

:A6 R=OCH; (74%)!
: A7 R=3-Cl, 4-Cl (78%);

Fonte: Autoria propria.
Figura 33.Amidas sintetizadas a partir do dcido hidnocéarpico (1).
ey <y %*NQ <y
A1 A2 A3 A4
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Fonte: Autoria prépria.
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Os espectros de IV mostraram as bandas esperadas para as amidas como 3330-3287
cm! (estiramento N-H), 3059-3044 cm™ e 2917-2849 cm™! (estiramento Csp2 —H e Cspz —H)
1659-1652 cm™ (estiramento C=0), 1525-1470 cm™ (estiramento C=C) e 1468-1389 cm™
(estiramento C-N).

O espectro de RMN de 'H de todos os compostos exibiu o sinal dos hidrogénios
ligados ao anel ciclopenténico como um multipleto em J 5,68. Os sinais correspondentes aos
hidrogénios do anel benzeno foram observados na faixa de ¢ 6,85-6,98 a ¢ 7,45-7,76. O sinal
correspondente ao hidrogénio da ligacdo amida (NH) foi observado como um simpleto ¢ 7,10-
7,17 (s, 1H). Além disso, o composto AS exibiu um singleto em ¢ 2,27 (s, 3H, H25) atribuido
aos hidrogénios do substituinte metila no anel benzeno (Anexos). Para o composto A6 foi
observado um singleto em ¢ 3,78 (s, 3H, H26) correspondente aos hidrogénios do substituinte
metoxila (Anexos).

Como exemplo, no espectro IV do composto A4 (Figura 34) foi observada uma banda
na regido de 3292 cm! referente ao estiramento da ligagio N-H. As bandas de vibracdes de
estiramento de Csp> —H e Csps —H aparecem em 3048 cm™! e 2916 cm, respectivamente. A
banda presente em 1654 cm! é atribuida ao estiramento da ligacio C=0 para amidas. As
bandas em 1530-1469 cm™ correspondem ao estiramento de ligacdo C=C. As bandas na
regido 1469-1405 cm™ sdo atribuidas ao estiramento da ligacdo C-N. Uma banda em 716 cm’!
devida a deformacgdo angular fora do plano da ligacdo N-H e, finalmente a banda em 513 cm”

!devida a deformagdo angular fora do plano préprio de ligagdes =C-H.
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Figura 34. Espectro no infravermelho (FTIR-ATR) do (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-(4-
fluorofenil) undecanamida (A4)
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No espectro de RMN de 'H (Figura 35) do composto A4 foi observado um multipleto
em 0 7,45 (m, 2H) atribuido aos hidrogénios H20 e H24 do anel benzeno. Um singleto em o
7,38 (s, 1H) que corresponde ao hidrogénio da ligacdo amida (NH). O multipleto em ¢ 6,98
(m, 2H) corresponde aos hidrogénios H21 e H23 do anel benzeno. Observa-se um multipleto
0 5,68 (m, 2H) que corresponde a H1 e HS ligados aos carbonos olefinicos do anel
ciclopenténico. Um simpleto em 0 2,60 (m, 1H) relativo ao hidrogénio H4 correspondente ao
carbono C4 do anel. Um tripleto em ¢ 2,30 (t, 4H, J 7,5 Hz) € atribuido a H2 e H15. Por
ultimo, observam-se os multipletos referentes aos hidrogénios metilénicos dos carbonos C8-
13 e Cl4.

Finalmente, os sinais quimicos de carbono foram compativeis com a estrutura dos
compostos no espectro de RMN de '*C. Todos os compostos exibiram os sinais na faixa de ¢
171,41-171,86 ¢ 6 130,11-130,56 ¢ ¢ 133,85-132,84 atribuidos aos carbonos da carbonila
(C16) e olefinicos (C1 e C5), respectivamente. Além disso, 0 composto AS exibui um sinal
em ¢ 20,97 atribuido ao carbono do substituinte metila (C25) (Anexos). Para o composto A6
foi observado um sinal em o0 55,62 correspondente ao carbono do substituinte metoxila (C26)

(Anexos).
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Como exemplo, o espectro de RMN de '3C (Figura 36) do composto A4 contendo
fldor como substituinte no anel aromatico, forneceu as constantes de acoplamento tipicas,
observadas nos sinais em 0 161,00 (d, J = 243,73 Hz) correspondente ao carbono ligado ao
substituinte (F) e os sinais entre 6 121,74 (d, J = 22,17 Hz) e 115,83 (d, J = 21,87 Hz)

atribuidos aos carbonos do anel aromatico C20 e C24; C21 e C23, respectivamente.



Figura 35. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-(4-fluorofenil) undecanamida (A4)
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Figura 36. Espectro de RMN de !*C (75 MHz, CDCl3) do (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)-N-(4-fluorofenil) undecanamida (A4)
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4. CONCLUSOES

No presente estudo, uma série de triaz6is foram obtidos por conjugacdo entre o acido
hidnocarpico e azidas funcionalizadas por meio da reagdo CuAAC. Como produtos finais,
foram sintetizados oito derivados inéditos com rendimentos variando de 45 a 70%. Os
derivados foram caracterizados por meio de espectroscopia de IV, RMN de 'H e '*C, HRMS e
rotacdo especifica.

Ao mesmo tempo, uma série de amidas foram obtidas por conjugacdo entre o dcido
hidnocérpico e anilinas substituidas por meio de uma reacdo de amida¢@o. Foram sintetizados
sete derivados inéditos com rendimentos variando de 70 a 86%. Os derivados foram
caracterizados por meio de espectroscopia na regido do infravermelho e espectroscopia de

RMN de 'He 3C.
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CAPITULO 4

ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DOS 1,2,3 TRIAZOIS DERIVADOS DO
ACIDO HIDNOCARPICO ISOLADO DO OLEO DE SEMENTES DE Carpotroche

brasiliensis
1. INTRODUCAO

O cancer é uma doenca multifatorial que surge dos efeitos combinados de fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais (HANAHAN; WEINBERG, 2011; SHENG et al., 2015).
As células malignas apresentam um crescimento seletivo, vantagem proliferativa e resposta
alterada ao estresse, favorecendo a sobrevida global, vascularizagdo, invasdo e metdstase
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O cancer de pulmao tem sido a principal causa de morte relacionada ao cincer, com
cerca de 1,6 milhdo de mortes relacionadas ao tumor ocorrendo anualmente em todo o mundo.
O cancer de pulmao de células ndo pequenas (NSCLC) é responsavel por quase 85% de todos
os casos recém-diagnosticados (HERBST; MORGENSZTERN; BOSHOFF, 2018).
Infelizmente, a maioria dos pacientes € diagnosticada em estagio avangcado da doenca, quando
a cirurgia ndo € mais viavel. A terapia padrdo para pacientes com NSCLC localmente
irressecdvel avancado € a combinacdo de terapia citotoxica e radiacdo tordcica. Em geral, o
regime de quimioterapia € baseado no uso combinado de compostos a base de platina com
outros medicamentos citotoxicos. No entanto, um resultado clinico modesto foi observado em
resposta a multiplos esquemas de tratamento, empregando substancias citotoxicas, que foram
usados em pacientes com NSCLC em estigio avancado (HERBST; MORGENSZTERN;
BOSHOFF, 2018). Assim, é imperativo identificar novas substincias para melhorar as
propostas terapéuticas contra o NSCLC.

Com base no pressuposto de que moléculas geradas pela combinagdo de grupos
farmacoféricos podem ter maior potencial biolégico, muitas dessas moléculas hibridas,
particularmente compostos heterociclicos, foram produzidas e investigadas como agentes
anticancer (CHAVAN et al., 2019). Entre a grande variedade de classes quimicas investigadas
como blocos de construcao para a produ¢do de moléculas hibridas, a estrutura do anel triazol

tem mostrado aplicacdo promissora, sendo capaz de atuar tanto como parte essencial do grupo
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farmacoférico quanto como ligante para outras por¢des moleculares (COSTA et al., 2020;
DIAS et al., 2018; GHIANO et al., 2017).

No contexto da hibrida¢do molecular, a reacio click oferece uma abordagem para a
sintese de compostos contendo exclusivamente o anel 1,2,3-triazol (KOLB; FINN;
SHARPLESS, 2001). Os triaz6is ganharam destaque no campo da quimica medicinal devido
a estabilidade do anel de triazol contra a degradacdo metabdlica e sua capacidade de formar
ligacbes de hidrogénio, que podem favorecer respectivamente a ligacdo as biomoléculas e a
solubilidade dos compostos nos meios biolégicos (COSTA et al., 2020; FU et al., 2017,
GHIANO et al., 2017).

Uma série de moléculas que apresentam o esqueleto de 1,2,3-triazol mostrou efeitos
promissores contra uma variedade de linhagens celulares tumorais (DHEER; SINGH;
SHANKAR, 2017; MAREDDY et al., 2017; QUEIROZ et al., 2019). Por exemplo,
KRALJEVIC et al., 2016 sintetizaram hibridos entre o ndcleo 1,2,3-triazol e a cumarina e
avaliaram sua atividade antiproliferativa contra cinco linhagens de carcinoma humano.
Naquele estudo, cinco derivados exibiram elevada atividade antiproliferativa, destacando-se o
composto 2-metilbenzimidazol (Figura 37), que exibiu a maior citotoxicidade contra HepG2

(ICs0 = 0,9 pmol L),

Figura 37. Derivado triazdlico com atividade antiproliferativa contra carcinoma hepatocelular
(HepG2).

Fonte: (KRALJEVIC et al., 2016), modificado.

Da mesma forma, estudos demonstraram que muitos compostos derivados de acidos
graxos de ocorréncia natural mostraram propriedades terapéuticas interessantes, incluindo
atividade anticancer contra uma diversidade de linhagens celulares tumorais (DAILEY et al.,
2011; DOS SANTOS et al., 2015; MERICLI et al., 2017; SANABRIA-RIOS et al., 2015).
Entre eles, os dcidos graxos ciclopenténicos exibiram efeitos anti-inflamatérios (LIMA et al.,
2005) e antituberculose (JACOBSEN; LEVY, 1973; WANG et al., 2010). Relatos de

medicina tradicional mostraram que o 6leo extraido das sementes de Carpotroche brasiliensis
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tem atividades inseticida, parasitida, funcdo antileprética e também € eficaz no combate a
caspa, piolhos e manifestacdes herpéticas (DOS SANTOS; DE SOUZA; SIANI, 2008;
NORTON, 1994; OLIVEIRA et al., 2009).

O presente estudo € a primeira tentativa de investigar a atividade anticancer dos
acidos graxos ciclopenténicos e seus derivados. Assim, considerando que os 4cidos graxos
ciclopenténicos demonstraram outras propriedades bioldgicas relevantes, e que muitos dos
esqueletos do anel 1,2,3-triazol foram considerados como uma por¢ao estrutural chave em
algumas moléculas anticancer, o presente trabalho teve como objetivo produzir uma série de

derivados do dcido hidnocarpico contendo anéis triazol e investigar sua atividade antitumoral.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ensaios biologicos

2.1.1. Linhagens celulares e condi¢des de cultura

As linhagens celulares tumorais humanas utilizadas neste estudo foram: A549
(adenocarcinoma de pulmio), MCF-7 (carcinoma de mama estrogénio-positivo) e HepG2
(carcinoma hepatocelular). A linhagem celular de queratinécitos HaCaT, derivada de pele
humana adulta, também foi examinada. As culturas celulares foram mantidas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Minimum Essential (DMEM, Sigma, CA, EUA), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, Sao Paulo, Brasil). As células foram cultivadas

em atmosfera umidificada de 95% de ar e 5% de CO;, a 37 °C.

2.1.2. Ensaio de viabilidade celular

As células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 1x10* (HepG2,
MCEF-7 e HaCaT) e 5x10° (A549) células/poco. Os compostos 1 e T1, T2, T3, T4, T7 ¢ T8
foram testados na concentragdo de 50 umol L' e o experimento foi realizado por 48 horas. A
viabilidade celular foi avaliada por MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio) usando o Kit CellTiter 96° AQueous Non-Radioactive Cell
Proliferation (Promega Corporation, Madison, WI, EUA). Esse método € baseado na
conversdo do sal tetraz6lio em formazano por células metabolicamente ativas. A anélise foi
realizada em espectrofotdometro a 490 nm. A taxa de viabilidade foi calculada de acordo com
a equacao 3. Os experimentos foram realizados em quadruplicata e os dados apresentados

mostram a média + desvio padrao (DP) de trés experimentos independentes.
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Viabilidade celular (%) = (Ab amostra x 100) / Ab controle) (3)

Onde Ab € o valor da absorvancia.

As células A549 e HaCaT foram tratadas com os compostos 1 e T7 em diferentes
concentracdes (12,5, 25, 50, 100 e 200 pmol L por 48 horas. Os valores de ICso
(concentragdo capaz de inibir 50% do crecimento) foram determinados a partir de curvas de
regressio ndo linear usando o programa GraphPad Prism 5.0° (GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA, EUA).

2.1.3. Imunofluorescéncia e determinacdo da frequéncia de células em mitose

As células AS549 foram semeadas em placas de 35 mm de didmetro (2x10°
células/placa) sobre laminulas. As amostras foram tratadas com T7 (60 umol L) por 48
horas. As células foram fixadas em formaldeido a 3,7% em PBS (solu¢do salina tamponada
com fosfato) por 30 minutos e incubadas com Triton X-100 (0,5% em PBS) por 10 minutos.
Posteriormente, as amostras foram incubadas com anti-tubulina (1:100, Sigma-Aldrich,
Califérnia, EUA) a 4 °C durante a noite. Em seguida, foi adicionado anticorpo secundério
(anti-IgG de camundongo conjugado a fluoresceina) (1:50, Sigma) e a amostra foi incubada
por 2 horas a 4 °C. Para andlise dos filamentos de actina (actina-F), as amostras foram coradas
com faloidina conjugada com TRITC (Sigma-Aldrich, Califérnia, EUA) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Os nuicleos foram corados com dicloridrato de 4',6-diamidina-2'-
fenilindole (DAPI, Sigma-Aldrich, Califérnia, EUA) e as laminulas foram montadas com
Vecta Shield (Vector®). A andlise foi realizada usando um microscopio de fluorescéncia
(Nikon) (aumento de 400x). As preparacdes citolégicas foram usadas para determinar a
frequéncia da mitose. Os ensaios foram realizados em triplicata e os dados foram
apresentados como a média = DP de dois experimentos independentes. Foram analisadas 500

células por amostra.

2.1.4. Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico foi realizado de acordo com FRANKEN ez al., 2006. As células
A549 foram semeadas em baixa densidade (100 células por placa de 35 mm de didmetro) e
tratadas por 24 horas com T7 a 30 e 60 umol L. Posteriormente, as culturas foram
recuperadas em meio fresco sem a presenca dos compostos por 15 dias. As colonias foram

entdo fixadas em metanol (Sigma) por 30 minutos e coradas com cristal violeta. Somente
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colonias com mais de 50 células foram contadas por inspecdo visual direta usando um
estereomicroscopio com ampliacdo de 20x. Os ensaios foram realizados em triplicata e os

dados foram apresentados como média = DP de trés experimentos independentes.

2.1.5. Andlise de progressao do ciclo celular

A andlise da progressdo do ciclo celular foi realizada de acordo com AZEVEDO-
BARBOSA et al., 2019. As células foram semeadas em placas de Petri com 35 mm de
diAmetro a uma densidade de 2x10° células/placa. As células foram tratadas com T7 a 30 e 60
umol L por 48 horas. Apés o tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimdtica
(solugdo de tripsina-EDTA/Sigma Aldrich LTDA, Brasil) e transferidas para tubos Falcon. O
precipitado celular foi obtido por centrifugacdo (5 minutos a 1000 rpm). As amostras foram
fixadas com etanol a 4 °C (75% em PBS) por 30 minutos. Apos centrifugacdo adicional, as
células foram coradas por 30 minutos em uma solucdo contendo PBS, RNAse (1,5 mg mL ') e
iodeto de propidio (90 ug mL™!) (Guava Technologies-Merck Millipore). A andlise foi
realizada usando um citdometro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT) usando o software
GuavaSoft 2.7 (EMD Millipore Corporation, Hayward, CA, USA, 2013). Os dados foram
apresentados como a média £ DP de cinco experimentos independentes realizados em

duplicata.

2.1.6. Andlise estatistica
Os dados foram expressos como média + DP. Andlise de variancia (ANOVA) e p0s-
teste de Tukey foram utilizados. O software utilizado foi o (GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA, EUA, 2007).

3. RESULTADOS

As atividades citotoxicas dos derivados triazolicos T1, T2, T3, T4, T7 e T8,
juntamente com seu protétipo 1 foram avaliadas em relacdo a trés linhagens celulares
tumorais diferentes (MCF-7, HepG2 e A549). Os compostos foram submetidos a uma triagem
inicial acessando seu perfil citotéxico a 50 umol L. A linhagem celular MCF-7 foi resistente
aos compostos testados, enquanto as linhagens HepG2 e A549 foram responsivas aos
compostos T7 e T8 (Figura 38a). A viabilidade celular foi reduzida em torno de 35% e 26%

nas culturas de HepG2 tratadas com T7 e T8, respectivamente. Um perfil de atividade
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semelhante foi observado para a linhagem celular A549, cuja taxa de viabilidade foi reduzida
em aproximadamente 43% e 14% em culturas tratadas com T7 e T8, respectivamente. Diante
dos resultados obtidos na triagem, as células A549 e o composto T7 foram selecionados para
investigacoes adicionais.

As curvas de dose-resposta foram obtidas para o composto T7 e seu protétipo 1 frente
a linhagem celular A549. Os valores de ICso encontrados foram: 63,96 + 3,98 umol L' e
157,30 £ 9,57 umol L respectivamente. Os resultados mostraram que o derivado triazélico
T7 foi 2,5 vezes mais eficaz que seu protétipo 1 (Figura 38b). Também foi incluida uma
linhagem celular ndo tumorigénica (HaCaT) para analisar o perfil de seletividade de T7 para
células tumorais. Nao foi evidenciada atividade citotoxica para T7 nas células HaCaT (Figura
38c¢), indicando uma boa seletividade deste composto para as células tumorais A549.

Em uma préxima etapa, procuramos investigar se T7 possui atividade antiproliferativa
nas células A549. Para isso, diferentes abordagens metodolégicas foram realizadas. Foi
registrada uma reducdo significativa na formacdo de colonias de culturas de células A549
tratadas com T7 a 30 e 60 umol L' (Figura 39, A e B), indicando que T7 inibe efetivamente
a capacidade clonogénica dessas células. Esses dados mostram que T7 € um promissor
antitumoral, uma vez que a progressdo do tumor e os processos de metdstase estdo
intimamente associados ao comportamento proliferativo das células tumorais (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

As caracteristicas morfologicas das células A549 ndo tratadas e tratadas sdo mostradas na
Figura 39C. Células alongadas foram observadas em culturas tratadas com T7 por 48 h. A
andlise do ciclo celular mostrou um aumento de células em G0/G1 e diminuicao da populacio
nas fases S e G2/M, em comparagdo ao grupo nao tratado (Figuras 39, D e E). Portanto, T7
induziu bloqueio do ciclo na transicdo G1/S. A desregulacio do ciclo celular é uma
caracteristica fundamental das células tumorais e, nesse sentido, compostos capazes de regular
a progressdo do ciclo celular sdo considerados bons protétipos candidatos a farmacos

antineoplésicos.
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Figura 38. Viabilidade celular determinada pelo ensaio MTS apds 48 h de tratamento. (A)
Culturas celulares foram tratadas com derivados de triazdlicos T1-T4, T7 e T8 (4-9) e acido
hidnocarpico (1) a 50 umol L. (B) Células A549 foram tratadas com 1 e T7 (8) em
diferentes concentragdes. (C) Células A549 e HaCaT foram tratadas com T7 (8) em diferentes
concentracgoes. * p <0,05 e *** p <0,001 de acordo com a ANOV A seguida pelo pds-teste de
Tukey. DMSO € um grupo de controle.
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Muitas proteinas estdo envolvidas na regulacdo da progressao G1 e da transicao G1/S,
incluindo ciclinas D e E, CDK 4/6, CDK2, p21 e pl6 (LAPENNA; GIORDANO, 2009).
Superexpressdo da ciclina D1 foi relatada em pacientes com NSCLC, e parece estar associado
a baixa sobrevida livre de recidiva (LEE er al., 2015). A atividade antitumoral de muitas
substincias sobre NSCLC tem sido associada a sua capacidade de reduzir a expressdo da
ciclina D1. Portanto, mais estudos devem ser realizados para identificar um alvo molecular
associado a atividade antiproliferativa do composto T7 nas células A549.

Por fim, também avaliamos a possivel interferéncia de T7 na progressdao da mitose.
Nenhuma diferenca significativa foi detectada no nimero total de células mitoticas
comparando os grupos tratados e controle. No entanto, detectamos uma reducdo drastica de
células na préfase, prometifase, metifase e anafase, com um aumento de células na teldfase

nas culturas tratadas em comparacdo ao grupo controle. Estudos adicionais devem ser
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realizados para avaliar se a alteracdo na dinamica de progressao pela mitose estd associada ao

aumento da populacdo GO/G1 previamente observada por citometria de fluxo.

Figura 39. (A, B) Imagens ilustrativas e andlise quantitativa do ensaio de capacidade
clonogénica. (C) Imagens representativas obtidas por microscopia de contraste de fase
(ampliacdo de 60x) mostrando caracteristicas morfoldgicas das células A549 imediatamente
antes da andlise do ciclo celular. (D) Histogramas ilustrativos mostrando popula¢des celulares
distribuidas em diferentes fases do ciclo celular apds 48 h de tratamento com T7 (8). As
barras marrom, rosa, verde e azul representam, respectivamente, populacdes sub-G1, GO/G1,
S e G2/M. (E) Andlise do ciclo celular. (F) Frequéncia de mitose determinada pela contagem
de células em microscopia de fluorescéncia. *** p <0,001, ** p <0,01 e * p <0,05 de acordo
com a ANOVA seguida pelo pds-teste de Tukey.
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4. CONCLUSOES

Esta é a primeira tentativa de sintetizar derivados de 1,2,3-triazol a partir do 4cido
hidnocérpico e investigar sua atividade contra linhagens de células de cancer humano. O acido
hidnocérpico e seus derivados foram testados contra linhagens de células de carcinoma de
mama estrogénio-positivo (MCF-7), carcinoma hepatocelular (HepG2) e cincer de pulmao de
células ndo pequenas (A549). N6s demonstramos que o derivado (R)-11-(ciclopent-2-en-1-
il)undecanoato de (1-(piridin-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila (T7) apresentou atividade
antiproliferativa promissora contra células A549. Demonstramos que este composto reduz
seletivamente a taxa de viabilidade das culturas de células A549. Além disso, o composto T7
inibiu a capacidade clonogénica das células A549, e esse efeito foi associado, pelo menos em
parte, a sua capacidade de inibir a progressdo do ciclo celular na fase G1. Esses dados
indicam que T7 é um agente antitumoral promissor sobre células A549 e apdiam estudos
adicionais para avaliar os mecanismos moleculares envolvidos com sua atividade
antiproliferativa. Além disso, o dcido hidnocéarpico deve ser considerado como um protétipo

quimico promissor para a obten¢do de novos agentes antineoplésicos.
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CAPITULO 5

DOCKING MOLECULAR E ATIVIDADE INIBIDORA DE COLINESTERASES DOS
DERIVADOS DO ACIDO HIDNOCARPICO

1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € um distirbio neurodegenerativo conhecido como
principal causa de deméncia senil no mundo (ANDRADE et al., 2019; XU et al., 2019). A
doenca é caracterizada por perda de memodria a curto e a longo prazo, desorientacdo,
dificuldade em falar ou escrever, perda de raciocinio, habilidades e delirios, entre outros
sintomas (XU et al., 2019). Embora a causa exata da DA ainda ndo seja completamente
conhecida, alguns fatores tém papel significativo na patogénese de doenca como déficit de
acetilcolina (ACh) (DELOGU et al., 2016). Assim, um dos possiveis tratamentos para o
aumento do nivel de acetilcolina no cérebro € o uso de inibidores da acetilcolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BChE) (ABDUL WAHAB et al., 2016; DELOGU et al., 2016;
LEE et al., 2011). Essas enzimas parecem ser simultaneamente ativas na hidrdlise sinédptica da
Ach (Figura 40), diminuindo a acdo do neurotransmissor e co-regulando os niveis de ACh

(FAIS et al., 2019).

Figura 40. Hidrolise de Acetilcolina.
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Atualmente, quatro inibidores da AChE comumente prescritos, incluindo fisostigmina,
galantamina e donepezil (Figura 41) foram aprovados pelas autoridades reguladoras da
Europa e dos Estados Unidos (XU et al., 2019). No entanto, os medicamentos atualmente
disponiveis controlam apenas os sintomas em estigio inicial da doenca (ANDRADE et al.,
2019). Portanto, novos inibidores de colinesterases estdo sendo procurados como candidatos a
medicamentos para o tratamento da DA e distirbios neurodegenerativos relacionados (LEE et

al., 2011). Portanto, € essencial buscar novas estratégias para o tratamento da DA.
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Figura 41. Inibidores de acetilcolinesterase utilizados como fairmacos no tratamento da
Doenga de Alzheimer.
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Compostos medicinais constituidos por heterociclos contendo nitrogénio tém recebido
um interesse significativo devido a sua importancia biologica (XU et al., 2019). Os
heterociclos a base de 1,2,3-triaz6is foram bem explorados para o desenvolvimento de drogas
medicinais que exibem diversas atividades como anti-HIV (DA SILVA et al.,, 2009),
anticincer (BANERIJI et al., 2018; HOU et al., 2017, MAREDDY et al., 2017) e
antibacteriana (TORRES et al., 2019). Somado a isso, derivados contendo triazol ja
mostraram atividades promissoras in vitro como inibidores de colinesterases (MORADI et al.,
2018) e para o tratamento da doenca de Alzheimer (DI PIETRO et al., 2016) e atrairam
grande interesse na busca de novos agentes terapéuticos contra essa desordem (XU et al.,
2019).

Por exemplo, MORADI et al., 2018 sintetizaram hibridos, via anel triazolico, entre a
4-metilumbeliferona e benzil aminas, e avaliaram suas atividades inibidoras de AChE e
BChE, usando o ensaio modificado de ELLMAN. Naquele trabalho, os autores evidenciaram
o composto, 7-((1-(3-Metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-2H-cromen-2-ona (Figura
42) como mais ativo, apresentando valores de ICso iguais a 3,4 e 1,1 pmol L7,

respectivamente para AChE e BChE.

Figura 42. Estrutura de um inibidor de colinesterases contendo nicleo triazélico.
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Fonte: MORADI et al., 2018, modificado.
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Dentro dos compostos heterociclicos podemos destacar ainda os que contém o grupo
amida, que também apresentam uma gama de atividades bioldgicas, incluindo antitumoral
(SHANG et al., 2016), antibacteriana (ALEKSIC et al., 2017), pesticida (WEI; MIAO; HAO,
2018), antioxidante (OLIVEIRA et al., 2018) e como inibidores de ChE (OLIVEIRA et al.,
2018). GAO et al., 2018 sintetizaram e investigaram a inibicdo de derivados de benzamida
contra AChE e BChE. O composto N-(3-(2-dimetilamino)etoxi)fenil)isonicotinamida (Figura
43) inibiu seletivamente AChE (ICso = 2,49 £+ 0,19 pumol L. Os autores ainda destacaram,
por andlise de docking molecular, a interacdo desse composto com o sitio catalitico
enzimatico. Investigacdo da relacio estrutura-atividade revelou que a posi¢do da substituicdo

do anel arila influenciou a atividade.

Figura 43. Estrutura de um inibidor de acetilcolinesterase, derivado de benzamida.
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Fonte: GAO et al., 2018, modificado.

Além disso, estudos tem demonstrado o uso de Oleos vegetais e extratos de plantas,
com maior teor de dcidos graxos insaturados e monossaturados, como possiveis inibidores de
colinesterases (ChE) (LOESCHE et al., 2018). Os 4cidos graxos ciclopenténicos, incluindo o
acido hidnocérpico, sao uma classe de lipideos encontrados no 6leo de sementes de muitas
espécies de plantas pertencentes a familia Flacourtiaceae (ALMAHLI, 2017). Na década de
1850, esses 4cidos eram considerados os principais agentes antilepréticos da India.
Posteriormente, esses dcidos graxos foram reportados como agentes antiinflamatérios (LIMA
et al., 2005) e antituberculose (JACOBSEN; LEVY, 1973). As propriedades dos dcidos
graxos de cadeia longa e seus derivados despertaram nosso interesse em investigar o potencial
dos derivados do acido hidnocarpico como inibidores de ChE.

Considerando o potencial biolégico associado a moléculas hibridas contendo grupos
farmacofodricos, nds investigamos os 1,2,3-triazéis derivados do 4cido hidnocarpico contra as
enzimas AChE e BChE. Para melhor entender a inibi¢do enzimadtica, em relacdo aos
substituintes e suas posi¢des nos compostos apresentados, também foram realizados estudos

de docking molecular e correlagdo de parametros fisico-quimicos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Ensaio de inibicdo enzimatica dos derivados triazélicos

A avaliacdo da inibigdo enzimatica foi realizada contra AChE (Electrophorus
electricus, tipo VI, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e BChE (soro equino, p6 liofilizado,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). O ensaio foi realizado pela técnica espectrofotométrica
em microplaca de 96 pocos (TPP, Trasadingen Suica), de acordo com a metodologia de
Ellman et al., 1961, com modificagdes. Os ensaios foram realizados em parceria com o
Laboratodrio de Biodiversidade (Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular - UFV).

As amostras (1, 2, T1, T4, T5, T6, T8) foram preparados na concentracao de 2500
pumol L' em MeOH grau HPLC (TEDIA®), sendo a massa exata considerada para o preparo
das solucdes. Essa solucdo foi armazenada no congelador e reutilizada para a produgdo da
solucao intermediaria das repeticoes (trés dias consecutivos). Dessa forma, foram utilizadas
trés microplacas, com triplicata para cada composto, totalizando nove pontos. A cada dia, as
amostras eram solubilizadas por banho ultrassonico (Sander®, modelo Soniclean 2), com
frequéncia de 40 kHz e temperatura entre 35 e 40 °C, e diluidas cinco vezes em tampao A
(Tris-HC1 50 mmol L', pH 8,0). Obtia-se, entdo, a solu¢io intermedidria na concentragio de
500 pmol L.

Aos microtubos de 1,5 mL foram adicionados 200 pL de solugdo de albumina sérica
bovina (0,1 % de BSA em tampao A), 100 uL de solugdo de iodeto de acetiltiocolina em agua
ultrapura (14,5 mmol L), 500 pL de solugdo de acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (3
mmol L' de DTNB em tampéo A contendo 10 mmol L' de NaCl e 20 mmol L' de MgCl) e
100 puL da solugdo intermediaria. Um microtubo foi destinado cada espécie quimica. Os
substratos usados foram iodetos de acetiltiocolina e S-butiriltiocolina para AChE e BChE,
respectivamente. Os controles negativo e positivo foram realizados utilizando-se metanol grau
HPLC (TEDIA®) e salicilato de fisostigmina (14 umol L), respectivamente. A concentracio
dos compostos testada foi de 50 pmol L.

A montagem da placa foi realizada retirando-se uma aliquota de 225 pL, em triplicata
de cada microtubo. Procedeu-se com a leitura do background a 405 nm e 30 °C em
espectrofotometro (Thermoplate, modelo TP-reader). Para realizar o ensaio cinético 25 pL
(0,2 UmL", 0,1% de tampado A) da enzima foram adicionados e efetuou-se a leitura da placa

(A =405 nm, a 30 °C) a cada 5 minutos, por 25 minutos.
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A inibicdo da hidrélise enzimatica (%) foi calculada de acordo com a equacio 4, a
partir da diferenca de valores de absorbancia do background (sem adi¢do enzimadtica) e do

ensaio cinético (com adi¢ao da enzima, apds 20 minutos).

Inibigéo (%) — 100 — [(Ab ensaio cinético—Ab background)x 100] (4)

Ab controle negativo

No qual Ab € o valor de absorvancia.

2.2. Ensaio de inibicao enzimatica das amidas

As amidas A1-A4, A6, A7 foram testadas contra AChE (Electrophorus electricus, tipo
VI, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), conforme descrito no item anterior, com
modificagdes. As amostras foram preparadas na concentracio de 1 mg mL!' em MeOH grau
HPLC (TEDIA®), resultando em solugdo intermediaria & 200 pg mL™'. A concentragdo dos
compostos testada foi de 20 pg mL™!.

As amidas que apresentaram inibi¢do contra AChE superior a 40% (A1, A2) foram
avaliadas como possiveis inibidoras de BChE (soro equino, p6 liofilizado, Sigma Aldrich, St.

Louis, MO, EUA). Esses derivados foram testados a 20 pg mL.

2.3. Docking molecular dos derivados triazolicos

O docking molecular foi realizado no laboratério de Protedbmica e Bioinformatica
(BIOAGRO-UFV), usando o software AutoDockVina® 1.1.2 (TROTT,O., OLSON, 2019),
segundo (FERREIRA et al., 2018).

Os receptores foram as enzimas AChE da espécie Torpedo californica e
butirilcolinesterase humana (hBuChE), obtidas do banco de dados de proteinas (Protein Data
Bank, c6digo: 6G1U, (GALDEANO et al., 2018; 1,79 A e 1POI; (NICOLET et al., 2003, 2.00
A, respectivamente) em formato PDB. A edicdo dos receptores, incluindo retirada das
moléculas de dgua, adi¢do de hidrogénios ndo polares e cdlculo das cargas da proteina, foi
realizada pelo software AUTODOCKTOOLS® (MORRIS et al., 2009), e os arquivos foram
convertidos para o formato PDBQT.

Os ligantes, compostos desenvolvidos no presente trabalho, foram desenhados no
software MarvinSketch®, com todos os hidrogénios explicitos, e salvos no formato PDB. O
software PyRx® Python Prescription 0.8 foi utilizado para converter os arquivos para o

formato PDBQT.
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Os possiveis inibidores foram ancorados contra a enzima usando o software
AutoDockVina® 1.1.2 (TROTT E OLSON, 2010). Um prisma de base retangular foi criado de
modo que os ligantes pudessem interagir em toda a proteina, adotando-se a estratégia de
docking nao-dirigido. As dimensdes do prisma (eixos X, y € z, respectivamente) para AChE e
BChE foram de 66 x 70 x 74 A e 72 x 72 x 80 A, respectivamente. Os primas foram
centralizados em x = -3,333; y=2,167 e z= 20,917 e x = 138,003; y = 122,704 ¢ z = 38,764,
respectivamente para AChE e BChE. Mapas farmacoforicos foram projetados no BIOVIA
Discovery Studio 2016 16.1.0.15350 (Dessault Systémes Biovia Corp, San Diego, EUA).

2.4. Parametros fisico-quimicos

Os pardmetros fisico-quimicos analisados foram massa molar (g mol'), MlogP,
refratividade molar, TPSA (A?) e volume de Van der Waals (A®). A massa molar, o MlogP e
o volume de van der Waals foram calculados por ChemDraw Ultra 12.0.2.1076° (Chemical
Structure Drawing Standard, PerkinElmer), MedChem Designer® 3.1.0.30 (Simulations Plus,
Inc, Lancaster, EUA) e Marvin Sketch® 17.28.0 (ChemAxon, Budapeste, Hungria),
respectivamente. A refratividade molar e o TPSA foram calculados por Swiss-ADME

(DAINA; ZOETE, 2016).

2.5. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = DP. Analise de ANOVA e pos-teste de
Tukey foram utilizados. A correlagdo ndo paramétrica (Spearman) foi utilizada para avaliar os
parametros fisico-quimicos. O software utilizado foi o GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Derivados triazolicos

3.1.1. Ensaio de inibi¢do enzimadtica

As atividades inibitorias dos compostos sintetizados (T1, T4, TS5, Té6, T8), acido
hidnocérpico (1) e alcino (2) contra a colinesterase foram testadas usando as enzimas AChE
de Electrophorus electricus e BChE de soro equino. Os ensaios de inibi¢do foram realizados

de acordo com Ellman et al., 1961, utilizando 50 pmol L' para cada composto. A



129

fisostigmina, um inibidor conhecido de AChE e BChE, foi usada como padrdo de referéncia.
A Tabela 1 mostra o efeito inibitorio dos compostos e o padrdo de referéncia.

O 4cido hidnocarpico (1) mostrou-se inativo tanto para AChE quanto para BChE. Este
resultado ¢ consistente com (LOESCHE et al., 2018), que investigaram os efeitos inibitdrios
de 4cidos graxos contra AChE e BChE. Naquele estudo, os autores observaram que o
comprimento da cadeia € crucial para a obtengdo de uma eficacia inibitoria. Além disso, os
autores relataram a influéncia significativa das ligacdes duplas na cadeia de carbonos.

Em relacao as modificacdes estruturais, as atividades inibitorias do alcino 2 nao foram
significativas contra AChE e BChE (13,58 + 1,70 e 13,34 £+ 1,65%, respectivamente) (Tabela
4 ¢ Figura 44). Esse fato sugere que a propargilacdo do grupo carboxila na cadeia lateral teve
influéncia positiva nas propriedades inibitorias. Recentemente, (KUMAR et al., 2019)
investigaram o papel do grupo propargila como potente inibidor da AChE, com base em
estudos de (ZINDO; JOUBERT; MALAN, 2015). Estes estudos abordaram o grupo
propargila como parte funcional no projeto e desenvolvimento de drogas multifuncionais para
varios distirbios neurologicos (ZINDO; JOUBERT; MALAN, 2015). Além disso, os
compostos triazdlicos T4, TS, T6 ¢ T8 mostraram inibicdo significativa da AChE e BChE
quando comparados ao alcino 2 na concentracio de 50 umol L! (Figura 44). A inserc¢io do
nucleo triazolico com o grupo substituinte benzilico (T1) teve pouca influéncia, embora
significativa, nas atividades enzimaticas (inibi¢ao de 16,5%, em média) em comparacao com
2. Além disso, T1 ndo inibiu significativamente a atividade de colinesterases (Figura 44). Os
compostos T4 e T6 apresentaram perfis diferentes quanto a inibicio da AChE e BChE. A
presenca de fluor no grupo benzila (T4) parece favorecer a inibicdo do BChE (p<0,005),
enquanto o grupo nitro (T6) influencia, em maior porcentagem, a inibigdo da AChE
(p<0,005). O composto T6 exibiu a maior inibicdo da atividade da AChE, com valor de ICso
de cerca de 50 pmol L™!. Comparando a inibi¢do das colinesterases, T6 foi aproximadamente
121% mais ativo contra essa enzima do que BChE. O anel piperonil contendo triazol (T8)
também favoreceu a inibicdo da AChE (28,98 £+ 1,26%) em comparacao ao 2. O composto T4
mostrou inibi¢do especifica contra BChE, embora pequena (18,63 + 1,64%), na concentragao
de 50 umol L!. O composto contendo o grupo metila (T5) apresentou alta inibicdo contra as

duas enzimas, atingindo quase 50% de inibi¢do a 50 umol L.
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Tabela 4. Inibicao do acido hidnocarpico (1), alcino 2 e derivados triazélicos contra (AChE)
e butirilcolinesterase (BChE) de soro equino (média + desvio padrdo). Letras diferentes foram
usadas para comparar a significancia entre os compostos na mesma enzima (p <0,05 de
acordo com a ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey).

Composto Inibicao contra Inibicdo contra
(50 pmol L) AChE (%) BChE (%)
1 0* 0*
2 13,58 +£1,70° 13,34 +1,65°
T1 16,39 + 1,13¢ 16,61 + 1,97°
T4 0* 18,63 + 1,64¢
T5 43,40 + 1,48¢ 45,46 £ 1,22°
T6 53,67 £2,21° 24,29 + 1,86
T8 28,98 + 1,26 22,21 + 1,47¢
Fisostigmina 91,14 £ 0,3868 90,96 + 0,179"
(14 umol L)

Fonte: Autoria proria.

Figura 44. Inibicdo do alcino 2 e triazéis derivados do dcido hidnocarpico (1) contra a
acetilcolinesterase (AChE) Electrophorus electricus e butirilcolinesterase (BChE) do soro
equino. A andlise estatistica foi realizada por comparagdo dos derivados com o composto 1.
Percentagem de inibicdo da enzima a 50 umol L' (média + desvio padrio). *** p <0,005, **
p <0,01 de acordo com o teste t. Controle: fisostigmina.
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Fonte: autoria propria.
Em resumo, embora o 4cido hidnocérpico (1) ndo tenha sido ativo a 50 umol L
contra as colinesterases testadas e seu derivado propargilado 2 seja um inibidor fraco, a

maioria dos derivados triazélicos apresentaram atividade inibitéria. Em relacdo as
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modificagdes estruturais, esses resultados demonstraram que o aumento da lipofilicidade, bem
como a presenca do anel triazélico tende a ser proporcional a inibi¢io da AChE e BChE
(STRELNIK et al., 2016). Além disso, o substituinte no grupo benzil mostrou ter influenciado

0 aumento ou diminui¢ao da atividade inibitdria.

3.1.2. Docking molecular e propriedades fisico-quimicas

De acordo com os resultados experimentais, foi realizado o acoplamento molecular
para os derivados triazdlicos (T1, T4, T5, T6, T8), alcino (2) e acido hidnocarpico (1),
utilizando o AChE Torpedo californica ¢ BChE humana. Essas enzimas foram escolhidas
para o ensaio de acoplamento devido a resolugdao. Considerando as diferentes conformacgdes
exibidas pelos ligantes ao interagir com as enzimas, a energia de afinidade de interagdo ¢
mostrada na Tabela 5 para cada ligante de acordo com as melhores conformagodes

moleculares.

Tabela 5. Energias de afinidade de interag¢do dos ligantes para as conformagdes de menor
energia. AChE e BChE indicaram acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, respectivamente.

Energias de afinidade de interacio (kcal mol!)

Composto contra AChE contra BChE
1 —6,2 —6,6
2 1,4 -5,8
T1 =117 -7,1
T4 -5,9 -7,2
T5 =7,6 -7,0
T6 —5,2 —8,1
T8 —6,1 -7,2

Fonte: Autoria propria.

Apods a avaliagdo da afinidade de ligagdo enzimatica, os locais de ancoragem do
ligante foram analisados quanto as enzimas AChE e BChE (Figura 45) para determinar se
eles pertenciam ao local de atividade catalitica. O composto T4 apresentou a menor energia
de afinidade contra AChE (Tabela 4) e mostrou interacdo fora do sitio ativo dessa enzima
(Figura 45a), corroborando com a ndo inibi¢do apresentada in vitro. Os demais triazdis
ancoraram no sitio catalitico da AChE. Todos os compostos foram previstos para se ligarem
ao local catalitico da BChE.

Os sitios ativos das colinesterases sdo divididos em triade catalitica, cavidade
oxianion, bolso acila e por¢ao PAS (Peripheral Anionic Site) (Figura 46). A triade catalitica

para AChE/BChE contém os aminodcidos Ser200/198, His440/438 e Glu327/325 e €
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responsavel por transferir o grupo alquila do substrato para a serina. Os residuos de
aminodcidos do sitio anidnico de AChE e BChE sao Tyr130, Trp84, Phe330, Phe331 e Trp82,
Tyr128, Phe329, respectivamente. A estabilizacdo do estado de transicio do complexo
enzima-substrato € possibilitada pela cavidade oxidnion (Glyl118/116, Glyl119/117,
Ala201/199, AChE/BChE). A bolsa acila impede a entrada de moléculas nio especificas no
centro catalitico e € formada por Phe288, Phe290 (AChE) e Val288, Leu286 (BChE). A
porcdo PAS (Asp72, Tyr334, Tyr70, Trp279, Tyr121 a AChE e Asp70, Tyr332 a BChE) estd

relacionada a ligacdo do inibidor, bem como a por¢@o anidonica (BAJDA et al., 2013).

Figura 45. Acoplamento dos compostos triazélicos com AChE (PDB: 6G1, GALDEANO et
al.,2018) e BChE (PDB: 1POI, NICOLET et al., 2003). A estrutura da superficie da proteina
¢ mostrada em bege e os compostos sdo representados em azul. a) AChE, o sitio ativo é
destacado em laranja; b) BChE, o site ativo € destacado em verde. 1 =1,2=2,3=T1,4 =
T4,5=T5,6=T6,7 =T8.

Fonte: autoria propria.
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Figura 46. Sitio ativo da acetilcolinesterase (AchE-Torpedo californica); Sitio ativo da
butirilcolinesterase (BchE-butirilcolinesterase humana).
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Fonte: autoria propria

Os mapas farmacoféricos foram simulados para os compostos que interagiram com 0s
sitios cataliticos. Assim, as interacdes ligantes-AChE (1, 2, T1, TS, T6, T8) e ligantes-BChE
(1, 2, T1, T4, TS5, T6, T8) sdao mostradas nas Figuras 47, 48, 49, 50 e 51. Todos os
compostos interagem com pelo menos dois aminodcidos do local catalitico, fazendo mais de
trés interacdes. O protdtipo 1 possui uma das afinidades mais baixas e um dos menores
nimeros de interacdes (Figura 47 e 48). Esses fatos podem explicar o porqué de 1 nido ter
inibido nenhuma das enzimas. O 4acido hidnocarpico interagiu com apenas dois residuos de
aminoacidos do sitio catalitico de ambas as enzimas, sendo interagdes do tipo m e doador-
doador desfavoraveis, enquanto 75% dos compostos apresentaram interagcdo com o local
anionico AChE e todos com BChE no mesmo local. O alcino 2 apresentou maior nimero de
interagdes que seu precursor (1), indicando que € melhor inibidor enzimdtico do que ele
(Figura 47 e 48). A maioria dos derivados triazélicos mostrou, para ambas as enzimas, maior
afinidade e nimero de interacdes com aminodcidos que o composto 1. O composto T1
mostrou interagcdo com trés residuos de aminoécidos, tanto no local ativo de BChE quanto na
AChE, sendo consistente com a auséncia de diferenga significativa no ensaios in vitro
(Figura 49 e 50). O triazol TS apresentou interacio com quatro e trés residuos de
aminoécidos de AChE e BChE, respectivamente, corroborando com a grande atividade contra
ambas enzimas (Figura 49 e 50). O composto T8 interagiu apenas com Trp279 no sitio ativo

de AChE (Figura 49), mas interagiu com mais trés aminodcidos préximos a esta regido. O
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mesmo derivado apresentou interagdo de seis aminodcidos no BChE (Figura 50). Mesmo
assim, as colinesterases foram inibidas em menos de 30% por este composto.

O composto T4 também mostrou interacdes com trés aminoacidos do BChE e inibiu
quase a mesma porcentagem de BChE que o T1 (Figura 51).

O derivado T6 apresentou o mesmo nimero de interagdo com o aminodcido no sitio
catalitico e a menor e a maior afinidade energética, respectivamente, contra AChE e BChE
(Figura 49 e 50). No entanto, T6 mostrou inibicdo da AChE cerca de 121% maior que a
BChE. A Figura 52 demonstra as interacdes de T6 com os aminoécidos de AChE.



Figura 47. Mapas farmacof6ricos das interacdes ligante-acetilcolinesterase (AChE) do composto 1 (dcido hidnocarpico) e composto 2 (alcino).
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Figura 48. Mapas farmacoféricos das interacdes ligante-butirilcolinesterase (BChE) do composto 1 (4cido hidnocérpico) e composto 2 (alcino).
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Figura 49. Mapas farmacoféricos das interagdes ligante-acetilcolinesterase (AChE) dos derivados triazdlicos T1, TS5, T6, T8.
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Figura 50. Mapas farmacoféricos das intera¢des ligante-butirilcolinesterase (BChE) dos derivados de triazol T1, TS5, T6 e T8.
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Figura 51. Mapa farmacofdrico das interacdes ligante-butirilcolinesterase (BChE) do derivado de triazol T4.
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Figura 52. Interacdo potencial do composto mais ativo T6 com aminodacidos cataliticos
(Phe330, Phe331 e Trp279) da enzima acetilcolinesterase.

TRP279
TYR70
TYR121
ASP72
GLY118
TRPo-,
PHE288 p
TYR334
PHE331
PHE330
15440

Fonte: autoria prépria.

Em suma, o acoplamento molecular permitiu inferir que o protétipo 1 € inativo contra
as colinesterases, mostrando apenas duas interacdes com aminodcidos do local catalitico das
enzimas. Além disso, o docking molecular explica o comportamento dos triazéis T1, T4 e TS.
Mas esse método nao foi suficiente para explicar o resultado da inibicdo de T6 e T8.

Portanto, decidimos investigar quais fatores fisico-quimicos poderiam estar
relacionados a atividade inibitéria. Testamos a relacdo entre valores de inibi¢do e massa
molar, MlogP (logP calculado pelo método de Moriguchi), volume de Van der Waals,
refratividade molar e TPSA.

As Figuras 53 e 54 a seguir representam a correlacdo de cada um desses parametros
com as porcentagens de inibicdo contra AChE e BChE, respectivamente. As relagdes
encontradas se aplicam ao conjunto de moléculas estudadas, pois estdo estruturalmente
correlacionadas. Alguns desses parametros influenciaram positivamente a inibicdo
enzimatica, embora ndo isoladamente. Encontramos uma relag@o positiva entre os valores de
inibi¢do e refratividade molar, volume de Van der Waals e TPSA para ambas as enzimas
(Figura 53 a, b, c e Figura 54 a, b, c, d).

A refratividade molar estd relacionada a capacidade de uma molécula de distorcer sua
nuvem eletronica. Esse fator pode estar associado a interacdes eletrostiticas enziméticas,
porque esta diretamente relacionado ao ajuste da molécula ao seu receptor. Corroborando com

a hipétese de que os parametros podem influenciar a ligacdo inibidor-enzima, o aumento do



141

volume de Van der Waals (Marvin Sketch®) pode estar relacionado ao aumento da capacidade
da molécula de ocupar o sitio ativo da enzima, aumentando as interagOes ligante-enzima.
TPSA ¢é a soma da superficie de todos os atomos polares presentes em uma molécula e €
indicativo da capacidade da molécula de permear membranas bioldgicas e atingir seu alvo.

Além disso, a massa molar e o MilogP (MedChem Designer®) foram
significativamente correlacionados apenas com a inibicdo da BChE (Figura 54 c, e). O
aumento da massa molar pode estar relacionado ao aumento da superficie de contato entre
inibidor e enzima, dificultando a entrada do substrato no local catalitico. O MlogP pode ser
associado a interac¢des do inibidor com residuos de aminodcidos hidrofébicos na enzima ou na
sua proximidade.

Estudos mais detalhados, usando o software apropriado, sdo necessarios para

confirmar as observacdes sobre a relacdo estrutura-atividade.

Figura 53. Relacdo entre a inibicdo da AChE (%) e os parametros fisico-quimicos dos
compostos a 50 pmol L', a) Refratividade molar (Swiss-ADME), b) Volume de Van der
Waals (Marvin Sketch®), ¢) Area de superficie polar topolégica (TPSA, Swiss-ADME). **p
<0,01 e *p <0,05 de acordo com a correlagdo ndo paramétrica (Spearman).
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Fonte: autoria propria.



Figura 54. Relagao entre a inibicdo de BChE (%) e parametros fisico-quimicos dos
compostos a 50 pumol L1, a) Refratividade molar (Swiss-ADME), b) Volume de Van der
Waals (Marvin Sketch®) ¢) Massa molar (Chemdraw), d) Area de superficie polar topoldgica

(TPSA, Swiss-ADME) e) MlogP (MedChem Designer®) * p <0,05 de acordo com a
correlagdo ndo paramétrica (Spearman).
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3.2. Amidas

3.2.1. Ensaio de inibicdo enzimdtica

O ensaio de inibicao da enzima AChE foi realizado com o 4cido hidnocarpico (1) e
seus derivados soluveis em metanol: o composto propargilico (2) e as amidas (A1, A2, A3,
Ad, A6, AT).

O 4cido hidnocarpico nio foi ativo a 87 pmol L' (Tabela 6). A amida A3 foi
estatisticamente igual ao material de partida (p <0,05), podendo ser considerada ndo inibidora
de AChE. As amidas A4, A6 e A7 ndo diferiram estatisticamente entre si na inibi¢dao (p
<0,05) e apresentaram pequena inibicdo. Entretanto, os compostos Al e¢ A2 inibiram
aproximadamente 50% da AChE, mesmo sendo testadas em concentragdes inferiores a 1. Al
inibiu 53,65 + 4,59% da acdo da AChE a 67 pmol L! enquanto A2 apresentou inibicdo de
46,10 % 2,52% da enzima na concentra¢io de 79 umol L' (Tabela 6).

Tabela 6. Inibi¢ao das amidas derivadas do acido hidnocarpico contra acetilcolinesterase
Electrophorus electricus, tipo VI (média = desvio padrao). Letras diferentes foram usadas
para comparar a significancia entre os compostos (p <0,05 de acordo com a ANOVA seguida
pelo pos-teste de Tukey).

Composto  Concentrac¢io (umol L')  Inibicdo (%)

1 87 0,00?

Al 67 53,65 +4,59°

A2 79 46,10 + 2,52¢

A3 61 3,75 £0,82%

A4 87 4,17 £2,71%

A6 76 5,86 £2,17%

A7 90 427 +2.20%
Fisostigmina 14 91,14 + 0,386

Fonte: Autoria propria.

Em relacdo as mudancas estruturais, a presen¢a do anel benzilico sem substituinte
(A1) e com o substituinte bromo (A2) favoreceram, em grande escala, a atividade enzimatica
contra AChE. Portanto, essas amidas foram testadas contra BChE nas mesmas condicoes.

A amida A1l ndo apresentou diferenca estatistica como inibidor de AChE e BChE,
mostrando ser um inibidor em potencial para colinesterases (Figura 55). Em contrapartida,

A2 foi aproximadamente quatro vezes mais ativa contra AChE do que contra BChE.
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Figura 55. Inibicao do alcino 2 e amidas derivadas do dcido hidnocarpico (1) contra a
acetilcolinesterase (AChE) Electrophorus electricus e butirilcolinesterase (BChE) do soro
equino. Percentagem de inibi¢do da enzima a 20 ug mL™!' (média + desvio padrdo). *** p

<0,005, de acordo com o teste t. Controle: fisostigmina.
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Fonte: autoria propria.
4. CONCLUSOES

O presente estudo mostra pela primeira vez que o acido hidnocérpico (1) isolado do
extrato de Carpotroche brasiliensis nio é ativo contra as colinesterases a 50 pmol L. No
entanto, a associacdo desse 4cido graxo com o nudcleo triazélico aumenta a atividade
inibitéria. O (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metila (T6) foi o mais ativo contra AChE, inibindo mais de 50% a 50 pmol L. Por outro
lado, o composto (R)-11-(ciclopent-2-en-1-il)undecanoato de (1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)metila (T5) foi o mais ativo contra BChE, inibindo 45,46%, na mesma
concentracdo. O acoplamento molecular e os parametros fisico-quimicos, juntos, explicaram a
relacdo entre os compostos testados e suas atividades inibitdrias.

Em relacdo aos derivados amida do 4cido hidnocérpico, os compostos (R)-11-
(ciclopent-2-en-1-il)-N-fenilundecanamida (A1) e (R)-N-(4-bromofenil)-11-(ciclopent-2-en-1-
iljundecanamida (A2) inibiram aproximadamente 50% da atividade da AChE nas
concentragdes de 67 e 79 umol L', respectivamente. A2 apresentou uma porcentagem de
contra colinesterases. Esses resultados indicam que o 4cido hidnocédrpico pode ser
considerado um protétipo importante para o desenvolvimento de novos compostos, contendo

o nucleo triazélico ou amidas, capazes de inibir as colinesterases.
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CONCLUSAO GERAL

Os principais objetivos desse trabalho foram obter o extrato da Carpotroche
brasiliensis e isolar o constituinte maioritario, o dcido hidnocarpico, com o fim de sintetizar
novos derivados dele e avaliar o potencial biolégico dos mesmos. O isolamento do dcido foi
realizado por meio de cromatografia em coluna de fons de prata. A partir do isolamento e
modificagdo quimica do dcido hidnocarpico foi possivel sintetizar oito derivados triazélicos e
sete amidas, sendo todos os derivados inéditos. Tanto o 4cido isolado quanto seus derivados

foram caracterizados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas.

A partir do alcino terminal do 4cido hidnocérpico, utilizando a abordagem sintética
click, foi possivel sintetizar uma série de derivados triazélicos, sendo sintetizados oito
compostos inéditos com rendimentos que variaram de 45% a 70%.

Quanto as avaliacdes das bioatividades dos compostos triazdlicos, foi possivel
verificar a partir do ensaio de atividade anti-proliferativa, contra linhagens de células de
carcinoma de mama estrogénio-positivo (MCF-7), carcinoma hepatocelular (HepG2) e cancer
de pulmdo de células ndo pequenas (A549), que dentre os compostos avaliados T1-T4 e T7,
T8, o derivado T7 apresentou atividade anti-proliferativa promissora contra células A549.

O composto T7 provou inibir seletivamente a viabilidade das culturas de células
A549. Além disso, T7 inibiu a capacidade clonogénica das células A549, e esse efeito foi
associado, pelo menos em parte, a sua capacidade de inibir a progressao do ciclo celular na
fase G1. Estudos adicionais deveram ser feitos para avaliar os mecanismos moleculares
subjacentes a atividade antiproliferativa de T7.

Os derivados triazélicos também foram testados como possiveis inibidores de
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). As atividades enzimaticas foram
avaliadas para o composto 1, alcino 2 e seus derivados triazéis (T1, T4, TS, T6, T8). Os
ensaios de inibicao enzimdtica mostraram que o dcido hidnocarpico (1) isolado do extrato de
Carpotroche brasiliensis nao € ativo contra as colinesterases. Entanto que o derivado T6 foi o
mais ativo contra AChE, inibindo mais de 50% e o composto TS foi o mais ativo contra
BChE, inibindo 45,46%. Estudos de docking molecular e pardmetros fisico-quimicos juntos,
explicaram a relag@o entre os compostos testados e suas atividades inibitorias in vitro.

Quanto a sintese das amidas, estas foram obtidas por meio de uma reacdo de
amidacdo, usando o &cido hidnocarpico isolado, obtendo-se sete amidas inéditas com

rendimentos variando de 70 a 86%.
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Os ensaios de atividade inibitéria contra AChE e BChE mostraram que os compostos

A1l e A2 inibiram aproximadamente 50% da atividade da AChE. Entanto que, A2 apresentou
uma porcentagem de inibicado de BChE estatisticamente igual a inibi¢do contra AChE.

Sendo assim, os resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho indicam que, o

dcido hidnocérpico deve ser considerado como um protétipo quimico promissor para o

desenvolvimento de novos compostos, contendo o nucleo triazélico ou amidas, como novos

agentes antineopldsicos ou capazes de inibir as colinesterases.
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ANEXOS



Figura 56. Cromatograma dos ésteres sililados presentes no extrato de Carportroche brasiliensis.
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Figura 57. Cromatograma da fracdo F1 obtida do fracionamento do extrato de Carportroche brasiliensis.
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Figura 58. Espectro de massas do dcido palmitico (1) presente na fracao F1.
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Figura 59. Espectro de massas do dcido hidnocarpico (2) presente na fragao F1.
67
100
2
75
82
m_
25 41 55
‘ ‘ 95
Ll il i .| ||| L1l l; ; I : 109 123 137 53 171 __185__ 195 213 294 934 252
40 50 60 70 80 0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Fonte: Autoria prépria

153



Figura 60. Espectro de massas do 4cido oleico (3) presente na fracdo F1.
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Figura 61. Espectro de massas do dcido chaulmugrico (4) presente na fra¢ao F1.
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Figura 62. Cromatograma do dcido palmitico isolado da fracdo F2 usando cromatografia em coluna de fons prata.
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Figura 63. Espectro de massas do 4cido palmitico isolado da fracdo F2 usando cromatografia em coluna de fons prata.
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Figura 64. Cromatograma do 4cido chaulmigrico isolado da fracdo F2 usando cromatografia em coluna de ions prata.
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Fonte: Autoria prépria

Figura 65. Espectro de massas do dcido chaulmugrico isolado da fracao F2 usando cromatografia em coluna de fons prata.
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Figura 66. Cromatograma da mistura de dcidos hidnocérpico e chaulmugrico da fracdo F2 usando cromatografia em coluna de ions prata.
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Figura 67. Cromatograma do 4cido hidnocérpico isolado da fra¢do F2 usando cromatografia em coluna de fons prata.
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Figura 68. Espectro de massas do dcido hidnocarpico isolado da fracdo F2 usando cromatografia em coluna de ions prata.
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Figura 69. Espectro FTIR (ATR) da azida organica 3a.
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Figura 70. Espectro de massas da azida organica 3a.
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Figura 71. Espectro FTIR (ATR) da azida orgéanica 3b.
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Figura 72. Espectro de massas da azida orgénica 3b.
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Figura 73. Espectro FTIR (ATR) da azida organica 3c.
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Figura 74. Espectro de massas da azida organica 3c.
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Figura 75. Espectro FTIR (ATR) da azida orgéanica 3d.
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Figura 76. Espectro de massas da azida orgénica 3d.
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Figura 77. Espectro FTIR (ATR) da azida organica 3e.
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Figura 78. Espectro de massas da azida organica 3e.
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Figura 79. Espectro FTIR (ATR) da azida organica 3f.
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Figura 80. Espectro de massas da azida organica 3f.
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Figura 81. Espectro FTIR (ATR) da azida organica 3g.
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Figura 82. Espectro de massas da azida orgénica 3g.
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Figura 83. Espectro FTIR (ATR) da azida orgéanica 3h.
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Figura 84. Espectro de massas da azida orgénica 3h.
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Figura 85. Espectro de ESI(+)-QTOF do 4cido hidnocarpico (1).
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Figura 86. Espectro de ESI(+)-QTOF do derivado triazélico T1.

4MS, 2.5-3.2min #145.187|

Immsz’
L 222.2780
15
+
G [M+H]
4242932
. 4
104 ~
450.3090
05
as2.3241
l e a0 4663036
” ! ; i _ b Ty ; L
410 42 430 450 460 470 mz

Fonte: Autoria propria

167



Transmitance (%)

Figura 87. Espectro FTIR (ATR) do derivado triazélico.T2.
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Figura 88. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do derivado triazélico T2. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da

IUPAC. Foi usado apenas para assinar os hidrogénios no espectro.
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Figura 89. Espectro de *C RMN (75 MHz, CDCls) do derivado triazélico T2. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC.

Foi usado apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 90. Espectro de ESI(+)-QTOF do derivado triazélico T2.
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Figura 91. Espectro FTIR (ATR) do derivado triazélico.T3.
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Figura 92. Espectro de '"H NMR (400 MHz, CDCls) do derivado triazélico T3. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os hidrogénios no espectro
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Figura 93. Espectro de '*C RMN (100 MHz, CDCls) do derivado triazélico T3. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 94. Espectro de ESI(+)-QTOF do derivado triazélico T3.
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Figura 95. Espectro FTIR (ATR) do derivado triaz6lico.T4.
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Figura 96. Espectro de '"H NMR (300 MHz, CDCls) do derivado triazélico T4. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os hidrogénios no espectro
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Figura 97. Espectro de >*C RMN (75 MHz, CDCls) do derivado triazélico T4. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 98. Espectro de ESI(+)-QTOF do derivado triazélico T4.
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Figura 99. Espectro FTIR (ATR) do derivado triaz6lico.TS5.
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Foi usado apenas para assinar os hidrogénios no espectro
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Figura 100. Espectro de 'H NMR (300 MHz, CDCls) do derivado triazélico T5. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC.
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Figura 101. Espectro de '3*C RMN (75 MHz, CDCls) do derivado triazélico T5. A numeracio da estrutura nfo segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 102. Espectro de ESI(+)-QTOF do derivado triazélico T5.
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Figura 103. Espectro FTIR (ATR) do derivado triazélico.T6.
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Figura 104. Espectro de 'H NMR (300 MHz, CDCls) do derivado triazélico T6. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os hidrogénios no espectro
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Figura 105. Espectro de '3*C RMN (75 MHz, CDCls) do derivado triazélico T6. A numeracio da estrutura ndo segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 106. Espectro de ESI(+)-QTOF do derivado triazélico T6.
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Figura 107. Espectro de ESI(+)-QTOF do derivado triazélico T7.
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Figura 108. Espectro FTIR (ATR) do derivado triazélico.TS.
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Figura 109. Espectro de '"H NMR (400 MHz, CDCls) do derivado triazélico T8. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os hidrogénios no espectro
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Figura 110. Espectro de *C RMN (100 MHz, CDCls) do derivado triazélico T8. A numeragio da estrutura ndo segue a nomenclatura da IUPAC.
Foi usado apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 111. Espectro de ESI(+)-QTOF do derivado triazélico T8.
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Figura 112. Espectro FTIR (ATR) da amida.A1.
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Figura 113. Espectro EI-MS (EI, 70 eV) da amida Al.
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Figura 114. Espectro FTIR (ATR) da amida.A2.
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Figura 115. Espectro EI-MS (EI, 70 eV) da amida A2.
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Figura 116. Espectro FTIR (ATR) da amida.A3.
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Figura 117. Espectro de '"H NMR (400 MHz, CDCl3) da amida A3. A numeragio da estrutura ndo segue a nomenclatura da IUPAC. Foi usado
apenas para assinar os hidrogénios no espectro.
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Figura 118. Espectro de *C RMN (100 MHz, CDCl5) da amida A3. A numeracdo da estrutura no segue a nomenclatura da IUPAC. Foi usado
apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 119. Espectro FTIR (ATR) da amida.AS.
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Figura 120. Espectro de '"H NMR (400 MHz, CDCls) da amida A5. A numeracio da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC. Foi usado
apenas para assinar os hidrogénios no espectro
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Figura 121. Espectro de 3*C RMN (100 MHz, CDCl3) da amida AS. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC. Foi usado

apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 122. Espectro FTIR (ATR) da amida.A6.
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Figura 123. Espectro de '"H NMR (400 MHz, CDCl3) da amida A6. A numeragio da estrutura ndo segue a nomenclatura da [IUPAC. Foi usado
apenas para assinar os hidrogénios no espectro
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Figura 124. Espectro de *C RMN (100 MHz, CDCls) da amida A6. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC. Foi usado
apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 125. Espectro FTIR (ATR) da amida.A7.
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Figura 126. Espectro de *C RMN (100 MHz, CDCl5) da amida A7. A numeracdo da estrutura nio segue a nomenclatura da IUPAC. Foi usado

apenas para assinar os carbonos no espectro.
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Figura 127. Espectro de '"H NMR (400 MHz, CDCl3) da amida A7. A numeragio da estrutura ndo segue a nomenclatura da [UPAC. Foi usado
apenas para assinar os hidrogénios no espectro
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