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RESUMO

BARROS, Marcus Vinicius de Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2019. Derivados 1,2,3-triazélicos da ftalimida e trifluorometilaril
amidas: sinteses e avaliagées de atividades citotéxica, fungicida e contra
microalgas e cianobactérias. Orientador: Robson Ricardo Teixeira.
Coorientador: Gustavo Costa Bressan.

Os derivados da ftalimida, assim como os compostos triazolicos, sao classes
de substancias que apresentam um diversificado espectro de bioatividades e
que vém atraindo a atencao de varios grupos de pesquisa. O presente trabalho
teve por objetivo sintetizar uma série de derivados da ftalimida contendo o
nucleo 1,2,3-triazodlico visando a avaliagdo de suas atividades fungicida e
citotéxica. Para a sintese de trinta e dois derivados da ftalimida, foram
empregadas reacgdes de substituicdo nucleofilica bimolecular, diazotacdo e de
cicloadicdo (C) 1,3-dipolar entre um alcino terminal (A) e uma azida organica (A)
catalisada por cobre (Cu(l)) (reagdo CuAAC ou reagado “click”). A reagao “click”,
entre diferentes azidas organicas e os alquinos terminais 2-(prop-2-in-1-il)
isoindolina-1,3-diona e 2-(pent-4-in-1-il)isoindolina-1,3-diona, correspondeu a etapa
chave envolvida na preparacdo dos derivados da ftalimida, os quais foram
obtidos com rendimentos compreendidos entre 40 e 97%. Os compostos
sintetizados foram caracterizados via espectroscopia no IV e RMN de 'H e de
3C. Os derivados foram avaliados em relagdo & sua acdo fungicida e os
resultados obtidos mostraram que os compostos ndo apresentaram efeito
contra os fungos avaliados (Pyricularia grisea, Colletotrichum gloeosporioide e
Sclerotinea sclerotiorum). Os resultados (expressos por contagem de células e teor
de massa seca livre de cinzas) obtidos na avaliacdo da atividade desses
compostos alvo de estudo contra microalgas e cianobactérias, ndo demostraram
nenhuma alteragdo metabdlica significativa. Em contrapartida, de forma inesperada
observou-se uma diminuicdo da expressao de teor de aminoacidos e proteinas. Os
derivados tiveram seus efeitos também avaliados contra as linhagens tumorais
B16F10 (melanoma metastatico murino), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama),
HelLa (cancer de colo do utero) e HepG2 (cancer de figado). Os derivados 2-[(1-(4-
isopropilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metillisoindolina-1,3-diona  (5i) e 2-3-(1-(4-
trifluorometoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il) propillisoindolina-1,3-diona (7g) foram os

mais ativos contra as linhagens B16F10 e MDA-MB-231, respectivamente. O
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composto 5i reduziu a viabilidade celular em cerca de 56% apds 72 h de incubacgéo e
na concentracdo de 100 pmol L. J& o composto 7g diminuiu a viabilidade celular em
cerca de 43% na concentragdo de 100 umol L e apds 48 h. Subsequentes
modificagdes na unidade estrutural ftalimida nao resultaram em derivados mais ativos
do ponto de vista de citotoxicidade. Apenas o derivado 2-(3-(1-(3-bromobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-1,3-diona (70) foi capaz de decrescer a viabilidade
celular em cerca de 45% frente a linhagem HepG2 apds 48h de incubagéo e na
concentracdo de 100 pmol L. Na presente investigac3o, sdo apresentados ainda os
resultados oriundos da avaliacdo da atividade antiléucémica do SRPIN 340. Este
composto corresponde a uma trifluorometilarii amida que atua como inibidor de
cinases SRPKS. O SRPIN 340 e uma série de seus analogos tiveram sua atividade

antimetastatica avaliada e os resultados também s&o descritos.
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ABSTRACT

BARROS, Marcus Vinicius de Andrade, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2019. 1,2,3-triazole derivatives of phthalimide and trifluoromethylaryl
amides: synthesis and evaluation of cytotoxic, fungicidal and against
microalgae and cyanobacteria activities. Advisor: Rébson Ricardo Teixeira. Co-
Advisor: Gustavo Costa Bressan.

Phthalimide derivatives, as well as triazolic compounds, are classes of substances
that have a diverse spectrum of bioativities and have attracted the attention of several
research groups. The objective of the present investigation was to synthesize a series
of phthalimide derivatives containing the 1,2,3-triazole nucleus and the evaluation of
their fungicidal and cytotoxic activities. For the synthesis of thirty-two phthalimide
derivatives, it was used nucleophilic bimolecular substitution, diazotization, and the
copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition (CUAAC or click reaction) reactions.
The click reaction between different organic azides and the terminal alkynes 2-(prop-2-
yn-1-yl) isoindoline-1,3-dione and 2-(pent-4-yn-1-yl)isoindoline-1,3-dione
corresponded to the key step involved in the preparation of the phthalimide
derivatives, which were obtained in yields between 40 and 97%. The synthesized
compounds were characterized via IR and 'H and *C NMR spectroscopy techniques.
Subsequently, the derivatives were evaluated in relation to their fungicidal action. The
results obtained showed that the compounds did not present activity against the
evaluated fungi species (Pyricularia grisea, Colletotrichum gloeosporioide and
Sclerotinea sclerotiorum). The results (expressed as cell count and ash-free dry matter
content) obtained in the evaluation of the activity of these target compounds against
microalgae and cyanobacteria did not show any significant metabolic changes. In
contrast, a decrease in expression of amino acid and protein content was
unexpectedly observed. Such a result requires further research and other
complementary analyzes that may justify these results. Also, the cytotoxic activity of
the phthalimides containing triazole portions was evaluated against the B16F10
(murine metastatic melanoma), MDA-MB-231 (breast adenocarcinoma), Hela
(cervical carcinoma) and HepG2 (liver cancer). The derivatives 2-((1-(4-
isopropylbenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)isoindoline-1,3-dione (5i) and 2-(3-(1-(4-
(trifluoromethoxy)benzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)propyl)isoindoline-1,3-dione  (7g) were
the most active against the B16F10 and MDA-MB-231 cell lines, respectively.
Compound 5i reduced cell viability by about 56% after 72 h of incubation and at the
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concentration of 100 pmol L. Compound 7g decreased cell viability by about 43% at
the concentration of 100 pmol L™ and after 48h. Subsequent modifications in the
structural of phthalimides derivatives did not result in more active derivatives from the
cytotoxicity point of view. Only derivative 2-(3-(1-(3-bromobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)propyl)isoindoline-1,3-dione (70) was able to decrease cell viability by about 45%
against the HepG2 line after 48 h of incubation and at the concentration of 100 pmol
L. In the present investigation is also described the results of the antileukemia
evaluation of SRPIN 340. This trifluoromethylaryl amide is an inhibitor of SRPK
kinases. This compound and analogues of it had their antimetastic activity evaluated

and the results are also described.



CAPITULO 1

APRESENTAGAO

1.1 INTRODUGAO

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
heterociclos sdo compostos ciclicos nos quais ha pelo menos dois elementos
diferentes na composicédo dos anéis (IUPAC, 2019). Em sua esséncia, esses
anéis contém elementos diferentes do carbono, onde os mais frequentes séo
nitrogénio, oxigénio e enxofre. A grande maioria destes heterociclicos contém
um ou mais atomos de nitrogénio, como as imidas ciclicas e os triazéis, Figura
1.1.

(0]
H
/ 5 N\1 5 H 1
N 2 ’/ N 2
% 4 [ Yy 4 N| /
\ 3 3
o 3
R =1,2,3... carbonos 1,2,3-Triazol 1,2,4-Triazol

imida
Figura 1.1 - Estrutura quimica de nucleos imidicos ciclicos e triazolicos.

Os nucleos imidicos ciclicos e triazélicos estdo presentes ou sdo a base
estrutural de muitos agroquimicos (ex.: flumioxazin, flumetisulam, fosmete,
promicidona e metconazol, Figura 1.2, pg. 2) e farmacos comerciais (ex.:
anastrazol, fluconazol, ribavirina e triazolam, Figura 1.3, pg. 4). Sao descritos a

seqguir algumas caracteristicas e propriedades dos compostos mencionados.
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Figura 1.2 - Estrutura de agroquimicos pertencentes a classe das imidas

ciclicas e triazois.

A ftalimida flumioxazin (Flumyzin 500° ou Sumisoya®) e o Flumetsulam
sao herbicidas pré-emergentes que controlam plantas daninhas causadoras de
danos a cultura de soja (BIGOT et al., 2007; SIKKEMA et al., 2008). O
flumioxazin apresenta um espectro de acado um pouco mais amplo, atuando
também na protecdo de culturas de amendoim, sorgo e no tratamento de
sementes de algodéao (BIGOT et al., 2007).

O organofosforado fosmete (phosmet) € um inseticida de aplicagcéo
foliar, empregado em todo o mundo na protegdo de horticulturas e plantas
ornamentais (CUNHA et al., 2007; FAN et al., 2014; LUO et al., 2016).

O metconazol (Caramba® 90) € um fungicida de amplo espectro de agao
preventiva, curativa e erradicante. Atua na prote¢céo de culturas de algodao,
alho, amendoim, batata, café, cebola, cenoura, crisantemo, feijao, feijao-
vagem, melancia, meldo, morango, pimentdo, rosa, soja, tomate, trigo e uva
(BASF, 2017).

Outro exemplo de composto antifungico € o derivado ftalimidico
procimidona (Sumilex® 500 HP). Este derivado combate patégenos de solo

como Sclerotinia sclerotiuorum, Rhizoctonia solani e Sclerotium cepivorum, os



quais atacam culturas de relevancia econémica como algodéao, alho, batata,
feijao, soja e tomate (VISCARD 2003; IHARA 2019).

No campo da quimica medicinal, diversas atividades tém sido reportadas
para as imidas ciclicas, tais como anticonvulsivante, anti-inflamatodria,
analgésica, anti-hiperlipidémicas, antitumoral, imunomoduladores, antimalarica
(SHARMA et al., 2010; ALAZANI et al., 2015; SINGH et al., 2015). Dois
exemplos de substancias que podem ser usadas para corroborar esta

afirmativa sao as ftalimidas talidomida e ampremilast (Figura 1.3, pg. 4).

A talidomida foi introduzida na Alemanha como sedativo em 1956, mas
foi banida devido a sua acéao teratogénica. No entanto, ela nunca deixou de
despertar a curiosidade da comunidade cientifica, de modo que foram
descobertas novas propriedades para esta ftalimida tais como anti-inflamatéria,
antiangiogénese e atividade no tratamento de mieloma multiplo (BARTLLET et
al., 2004).

A ampremilast € um farmaco aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) para tratamento da artrite psoriatica, uma desordem
inflamatéria sistémica. Ele atua inibindo a fosfodiesterase-4 levando, em ultima
instancia, a interrupg¢ao da cascata inflamatoria (ZIRELLI e OCHERETYANER,
2015).

Na Figura 1.3, além de imidas ciclicas estdo apresentadas as estruturas
de substancias triazélicas com importantes propriedades terapéuticas. O
anastrozol é indicado no tratamento do cancer de mama inicial em mulheres na
pos-menopausa. A ribavirina € um antiviral indicado para o tratamento da
hepatite C crénica. O triazolam é indutor do sono. O fluconazol, um fungicida
aplicado para o tratamento de infec¢des fungicas em humanos, foi patenteado
primeiramente para uso agricola (DELANEY, et al., 2006) e atua inibindo a

sintese de esterdides em fungos alvo.
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Figura 1.3 - Farmacos contendo porgéao ftalimidica ou 1,2,4-triazélica.

Os exemplos de substancias triazolicas apresentados na Figura 1.3, (e
algumas mostradas na Figura 1.2), contém o anel 1,24 triazol em suas
estruturas. Porém, ja4 sdo conhecidos produtos comerciais contendo anéis
1,2,3-triazdlicos, como, por exemplo, o0 quimioterapico carboxiamidotriazol
(CAl) e o antibidtico cefatrizina, Figura 1.4 (AGALAVE et al., 2011).

N=N

W C. e AEE;( W

CEFATRIZINA

Figura 1.4 - Farmacos contendo anéis 1,2,3-triazolicos.

Ainda com respeito ao nucleo 1,2,3-triazélico, a literatura mostra um
crescente interesse com respeito a sintese e a avaliagao de bioatividades de
substancias contendo esta caracteristica estrutural e alguns exemplos sao

mostrados na Figura 1.5 (pg. 5).



Figura 1.5 - Estrutura quimica de 1,2,3-triazois bioativos.

ASSIS e colaboradores (2012) sintetizaram derivados ftalimidicos N-
alquil substituidos contendo o anel 1,2,3-triazélico e investigaram a atividade
anti-inflamatdria destes. O composto 1 levou a diminuigdo de 69% de edema
em patas de ratos induzido por carragenina, atividade esta que foi superior a do
ibuprofeno (68%) e similar a do acido acetilsalicilico (73%), estes ultimos

usados como controles positivos.

Derivados 1,2,3-triazdlicos foram avaliados por MENENDEZ e
colaboradores (2011) contra Mycobacterium tuberculosis da estirpe H37Rv.
Dentre os compostos sintetizados e avaliados, o derivado 2 (Figura 1.5) se
destacou, apresentando concentragdo minima inibitéria (MIC) de 5 pg mL™,
valor este que correspondeu a metade da concentragcdo minima inibitoria

exibida pelo triclosan usado como controle positivo.

GUIMARAES e colaboradores (2013) descreveram a sintese de uma
série de substancias 1,2,3-triazdlicas, as quais continham o nucleo
naftoquinonodide, a-lapachondide ou nor-B-lapachondide. Todos os compostos
triazélicos, bem como seus intermedarios, foram avaliados quanto as suas
atividades contra formas promastigotas de Leishmania infantum e Leishmania

amazonensis sensiveis e resistentes a farmacos a base de antimbénio. Os



valores de ICso variaram de 1,00 a 50,7 umol L' e o composto 3 apresentou
ICs50 aproximadamente 86 vezes menor que o do farmaco tartarato de
antiménio contra Leishmania infantum. Também foi examinada a toxicidade
destes compostos frente a células mamarias, sendo encontrados valores
promissores de indices de seletividade (10 a 15) para derivados nor-a-

lapachonas.

Empregando como material de partida o acido rupestdonico, um
sesquiterpendide, HE e colaboradores (2014) sintetizaram derivados 1,2,3-
triazolicos, os quais foram submetidos a ensaios in vitro de avaliagdo da
atividade antiviral contra o virus influenza. O composto 4 (Figura 5, pg. 5)
exibiu valor de ICsp contra o virus influenza A (estirpe A/IFM/1/47/H1N1), muito
préximo ao encontrado para o controle positivo oseltamivir (2,82 e 2,80 yg mL”

' respectivamente).

KAMAL e colaboradores (2011) usaram anéis 1,2 ,3-triazdlicos e
espagadores alquila para conectar os fragmentos chalcona e pirrol-
benzodiazepinico. O composto 5 (Figura 5, pg. 5) apresentou significativa
atividade antitumoral, com inibicado de 50% do crescimento celular (Glsp) na
faixa de concentracdes de 0,12 a 2,03 umol L' para diferentes linhagens
celulares humanas (canceres de mama, pulmao, ovario, bucal, préstata e célon

do utero).
1.2 JUSTIFICATIVAS DO TRABALHO

Considerando-se as diferentes atividades biolégicas supracitadas
relacionadas as imidas ciclicas e aos triazdis, fica evidente o potencial destas
classes de substancias para a pesquisa e desenvolvimento de compostos
bioativos e que possam ser empregados, por exemplo, como novos protoétipos
para a descoberta de novos agentes para o tratamento de doencas que
acometem o homem, bem como no controle de importantes pragas na
agricultura. Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a
sintese, caracterizagdo estrutural e avaliagdo de atividades biologicas de
compostos inéditos contendo nucleos ftalimidicos e 1,2,3-triazélicos. As

atividades contra microalgas/cianobactérias, fungicidas e citotéxicas dos



compostos sintetizados foram investigadas; as duas primeiras vinculadas ao

campo agroquimico e a ultima a area farmacéutica.
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CAPITULO 2

SINTESE DOS DERIVADOS DA FTALIMIDA CONTENDO
NUCLEO 1,2,3-TRIAZOLICO

2.1 INTRODUGAO

No Capitulo 1 descreveu-se que as imidas ciclicas, especialmente a
ftalimida e seus derivados, tém sido objeto de varios estudos devido as suas
relevantes propriedades biolégicas tais como anti-inflamatéria,
anticonvulsivante, analgésica, imunomoduladora, herbicida e inseticida (WAN
et al., 2017). Outro aspecto que merece ser destacado com respeito a esta
classe de substdncias € a utilizacdo delas em reacbes de condensacéo,
alquilagdo, acilagcdo e cicloadigdo (NICOLAOU et al.,, 2005). Em vista da
importancia destas substancias em diferentes transformagdes quimicas,

metodologias tém sido desenvolvidas para a obtengao de ftalimidas.

A condensacdo de acidos ou anidridos ftalicos com aminas primarias,
conduzidas em solventes tais como acido acético, dimetilformamida e dioxano
(Esquema 2.1), € a metodologia classica utilizada na preparagéo de ftalimidas
N-substituidas (SHARMA et al., 2010; WAN et al., 2017).

O O
e Refluxo

O O

R = grupos alquila ou arila

Esquema 2.1 - Metodologia classica de preparagdo de ftalimidas N-

substituidas.

O uso da sintese orgéanica em fase sodlida, assistida por micro-ondas, na
preparacao de compostos heterociclicos € uma alternativa ao método classico.
MARTIN et al. 2003 sintetizaram ftalimidas substituidas, conforme mostrado no

Esquema 2.2, pg. 11, na qual o uso de solventes polares apréticos, como a
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dimetilformamida, e temperatura de 170 °C conduziram aos melhores

rendimentos da etapa de ciclizacao.

o) o)

DIAD (3 eq.)
X
QD + OH PPhs (5,5 eq.) R, QD
o OH - = OH

THF, t.a., 24h

o) o)

(5,5€eq.)

R,NH, (2 eq.)
EDC-HCI (11 eq.)
HOAt (11 eq.)

CH,Cl,, 18 h

0 (@)

N micro-ondas X (0] ( )
Ry—iF N-R, = Rk

= ) Pz O

% DMF, 170 °C, 20 min

HN.
R

R1 =H; 4-F; 5-Br; 4,5,6,7-F; 5-CH3, 5,6-C4H4 R2 = C3H6Ph, C5Hg

Esquema 2.2 - Preparacao de derivados da ftalimida em fase sélida (Adaptado
de SHARMA et al., 2010).

STEWART e colaboradores (2007) sintetizaram novos derivados de

ftalimida usando a reacao de Heck (Esquema 2.3).

Acoplamento

@) O @)
L cruzado de
i,ii ou iii — Heck —
O — NO —_— N \\ //
| 55-70% \7_
0 R O

O

Ry =2-[; 3-I; 4l R, = Grupo éster, éter e outros

Esquema 2.3 - Preparacao de derivados da ftalimida envolvendo acoplamento
Heck. Reagentes e condigdes: i) 2-iodoanilina, tolueno, 115 °C, 23 h, 60%; ii)
3-iodoanilina, tolueno, 115 °C, 24 h, 88%; iii) 4-iodoanilina, tolueno, 115 °C,
24 h, 53%.

LE e colaboradores (2005) propuseram uma eficiente sintese de N-alquil

e N-arilftalimidas promovidas por liquidos i6nicos, com rendimentos

11



compreendidos na faixa de 90%-98% (Esquema 2.4, pg. 12). Tal metodologia
esta inserida no contexto da quimica verde; salienta-se, porém, que os liquidos

ibnicos sdo materiais de custos relativamente elevados.

O O
[Bmin]PFg ou [Bmin]BF
O + RNH : - N-R
133 °C
@) @)

R = grupos alquila ou arila

Esquema 2.4 - Sintese de N-alquil e N-arilftalimidas via liquidos i6nicos
([Bmin]PFs = hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazélio e [Bmin]BF; =

tetraborato de 1-butil-3-metilimidazolio).

Ainda com relagcdo ao Capitulo 1, descreveu-se que os 1,2,3-triazdis
apresentam importantes bioatividades. Cumpre ressaltar que estes compostos
tém-se apresentado como uma importante ferramenta sintética na quimica
medicinal, uma vez que estes nucleos podem conectar dois farmacoforos e/ou
seus fragmentos biologicamente ativos (RUDDARRAJU et al.,, 2016). Além
disso, triazois sdo estaveis as condicdes de hidrdlise (acidas e basicas) e oxi-
reducao; podem participar de ligagdes de hidrogénio, interagdes dipolo-dipolo e
orbitalares m com bioreceptores; além disso, sao relativamente resistentes a
degradagdo metabdlica (TRON et al., 2008; HAIDAR, et al., 2014). A
preparacao desta classe de compostos pode ser efetuada por reacdes de

cicloadigao.

A cicloadicao 1,3-dipolar é uma reacdo entre um 1,3-dipolo e um
dipolardfilo com formagcdo de um anel de cinco membros. Quando envolve
especificamente a cicloadicdo entre uma azida organica e um alquino com
formacdo de um anel 1,2,3-triazélico, este tipo de processo cicloaditivo é
denominado como cicloadicdo de Huisgen. O 1,3-dipolo reage com o
dipolardfilo passando por um estado de transigdo aromatico de Hickel (4 + 2
elétrons 1) levando a formag¢ao de duas novas ligacbes e um anel de cinco
membros. Existem dois possiveis estados de transi¢cdo (I e Il), sendo que
predominara aquele de menor energia HOMO-LUMO (Figura 2.1, pg. 13;
SINGH et al., 2016).
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Figura 2.1 - Diagrama de interagdo orbitalar de reagdes de cicloadi¢do 1,3-
dipolar (SINGH et al., 2016). E. T. = estado de transigao.

O processo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre alquinos e azidas, do ponto
de vista de regiosseletividade, pode ser divido basicamente em trés diferentes
reagcoes como mostrado no Esquema 2.5, pg. 14 (TOTOBENAZARA e
BURKE, 2015). A cicloadicdo 1,3-dipolar descrita por Huisgen (HUISGEN,
1963) ocorre com a formagdo dos regioisbmeros triazolicos 1,4 e 1,5-
dissubstituidos e apresenta baixos rendimentos. Além disso, longos tempos de
reacao e elevadas temperaturas sao necessarios (FREITAS et al., 2011). No
entanto, com os trabalhos posteriores e independentes de Sharples
(ROSTOVTSEV et al., 2002) e Meldal (TORNOE et al., 2002) alcangou-se a
sintese regiosseletiva do regioisbmero 1,4-dissubstituido na presenca de
catalisador a base de cobre e com condigdes de reagdo mais brandas
(FREITAS et al., 2011 ). Por fim, o regiosémero 1,5-dissubstituido pode ser
obtido utilizando-se ruténio como catalisador no processo cicloaditivo (ZHANG
et al., 2005; RASMUSSEN et al., 2007).
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Esquema 2.5 - Regiosseletividade da reacdo de cicloadi¢gado 1,3-dipolar entre
alquinos e azidas (TOTOBENAZARA e BURKE, 2015).

A reacgédo de cicloadigdo (C) entre um alquino (A) e uma azida (A)
catalisada por cobre(l) (reacdo CuAAC), de grande aplicabilidade na
preparacao de 1,2,3-triazdis, € também denominada de quimica “click”. Em
2001, Sharpless (KOLB et al., 2001) introduziu o conceito de quimica “click”
para definir todas aquelas reagdes que possuem as seguintes caracteristicas:
serem rapidas; gerarem produtos com elevados rendimentos; produzirem
subprodutos nao téxicos e de facil remocao (preferencialmente sem auxilio de
cromatografia); serem inertes ao oxigénio e a umidade; utilizarem materiais de
partida estaveis e de facil disponibilidade; lancarem mao do uso de solventes
somente quando necessario € 0s mesmos ndo devem ser agressivos ao meio
ambiente (FREITAS et al., 2011; HOU et al., 2012 ).

As condigbes mais comumente empregadas nas reagdes CuAAC, como
descritas por Sharpless e colaboradores, empregam CuSOs4, ascorbato de
sédio [agente que promove a redugao de cobre(ll) a cobre(l)] e uma mistura de
solventes como, por exemplo, agua/alcool, sendo que o alcool pode ser t-
BuOH, MeOH ou EtOH (RODRIGUES, 2015). Por exemplo, SHANKARAIAH e
colaboradores (2016), fazendo uso das condi¢gdes mencionadas anteriormente,
obtiveram éxito na sintese de hibridos 1,2,3-triazélicos-B-carbolinados ligados a

posicdo C3 com bons rendimentos. Dentre os hibridos sintetizados, estao cinco
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derivados 1,2,3-triazdlicos ftalimidicos, os quais foram obtidos com

rendimentos variando de 75%-90% apés purificagdo, Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Sintese de hibridos 1,2,3-triazélicos-B-carbolinados ligados a

posicao C3.
7
:—\
R4

CuS0,5H,0
ascorbato de sédio
H,O/t-BuOH (1:1 viv)
temp. ambiente; 5 h

Composto R, R, R; R, Rendimento (%)

1 OCH; OCH;  OCHs %Ni;ij 80
(0]
0

2 H  OCH; OCH %Ni\'jij 84
(0]

CH,
4 OCHs;  OCH;  OCHs %Ni\;@f 75
0]
0
Cl
5 OCH; OCH;  OCHs %~N>;:©: 90
Cl

A proposta mecanistica atualmente mais aceita para a reagdo CuAAC foi

descrita por WORRELL e colaboradores (2013). Nesta proposta (Esquema 2.6,
pg. 16), dois atomos de cobre participam da ciclizagao. Inicialmente ocorre a
formacado de ligacdo o entre os atomos de cobre e o acetileto, seguida da
formacao do complexo catalitico ativado (azida-alquineto). Esse complexo ou

metalociclo sofre contracdo com saida de um atomo Cu(l) gerando a triazoila
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de cobre. Quando submetida a protondlise, a triazoila origina o 1,2,3-triazol-
1,4-dissubstituido e Cu(l), podendo assim dar inicio a um novo ciclo catalitico.
Derivados

1,2,3-triazodlicos
n=N , 1:4-dissubstituidos
R

[Cu]

_—N
Triazoilade = .
Cobre = [Cu]
R ! Acetileto
[Cu] R'———=—[Cu] de Cobre

R2
2 |
[Cu] R o N / N3—R?
N—N~_ N \
g I
N Ju

R—== [Cu]

R’ ‘fcu
Metalociclo

Esquema 2.6 - Ciclo catalitico proposto por Worrell para a reacdo de
cicloadigdo 1,3-dipolar catalisada por cobre(l). Adaptado de WORRELL e

colaboradores (2013).

Uma interessante inovagao no universo da quimica “click” foi descrita por
Sharpless e colaboradores (LEWIS et al., 2002; KOLB e SHARPLESS, 2003)
que reportaram a selecéo e sintese de compostos 1,2,3-triazdlicos in situ; neste
caso, uma enzima atua como catalisador, Figura 2.2, pg. 17. A enzima possui
dois sitios, onde um deles ira se ligar, de forma seletiva, a um alquino e o outro
a azida. Uma vez encaixados nos respectivos sitios enzimaticos, ocorrera a
uniao (reacao) destes dois grupos, levando a formagdo de um novo composto
contendo o nucleo 1,23-triazdlico. Tal metodologia  apresenta
regiosseletividade imprevisivel e tem sido bastante estudada no que tange a
descoberta de novos farmacos (TOTOBENAZARA e BURKE, 2015).
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identificagao
via CL-EM N=H

L e

Mz Ny
Iv, triagem
in situ
i

Ne

Figura 2.2 - Metodologia para a sintese de compostos 1,2,3-triazélicos, via

catalise enzimatica, conforme descrito por Sharpless e colaboradores. CL-EM =
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas. Adaptado de
TOTOBENAZARA e BURKE, 2015.

O presente trabalho objetivou, conforme descrito no Capitulo 1, a sintese
e avaliagdo das atividades contra microalgas/cianobactérias, fungicidas e
citotoxicas dos derivados da ftalimida contendo porgdes triazélicas. Assim,
descreve-se no presente capitulo a sintese e a caracterizagdo de uma série de
32 derivados da ftalimida contendo nucleos 1,2,3-triazélicos. Conforme sera
apresentado, algumas das reagdes descritas anteriormente, tais como reagdes
de alquilacdo da ftalimida e reagdes CuAAC, foram utilizadas no preparo dos

derivados da ftalimida.

2.2 GENERALIDADES METODOLOGICAS

As substancias isoindolina-1,3-diona  (ftalimida), 2-(pent-4-in-1-
il)isoindolina-1,3-diona, alcool benzilico, alcool 4-fluorobenzilico, alcool 4-
clorobenzilico, alcool 4-bromobenzilico, alcool 4-iodobenzilico, alcool 4-
metilbenzilico, alcool 4-isopropilbenzilico, alcool 4-(trifluorometoxi)benzilico,
alcool  4-(trifluometil)benzilico, alcool 4-metoxibenzilico, alcool 2,5-
dimetoxibenzilico, 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, 4-aminobenzenosulfonamida,
acido fosfomolibdico, ascorbato de sddio, azida de sédio, boroidreto de sddio,
brometo de 2-bromobenzila, brometo de 3-bromobenzila, brometo de
propargila, brometo de tetrabutilamonio, 4-bromoanilina, carbonato de potassio,
cicloexilamina, cloreto de calcio, cloreto de mesila, cloreto de sédio, nitrito de
sodio e sulfato de cobre pentaidratado foram adquiridas comercialmente da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos) com grau P.A. Acetona, acetato
de etila, acido cloridrico, bicarbonato de sodio, carbonato de potassio, cloreto

de soédio, diclorometano, dimetilsulféxido, etanol, éter etilico, hexano, tolueno e
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trietilamina foram adquiridos da F Maia Industria de Produtos Quimicos e

Cientificos Ltda (Cotia, S&o Paulo, Brasil).

A secagem do diclorometano e da trietilamina foi realizada agitando-se
os liquidos com peneira molecular 4A e sob atmosfera de nitrogénio por 24
horas. Apos este periodo, o liquido foi filtrado e armazenado sob atmosfera de
nitrogénio em um frasco ambar contendo peneira molecular 4A. A secagem da
acetona foi efetuada destilando-a a partir de cloreto de calcio. O destilado foi

armazenado sob atmosfera de nitrogénio.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio. Apds a eluicdo, as placas de CCD foram observadas sob luz
ultravioleta (A = 254 nm) ou solucdo reveladora de acido fosfomolibdico em

etanol (10% m/v).

As separagdes em coluna cromatografica foram realizadas utilizando-se
silica-gel (70-230 mesh), como fase estacionaria. Os solventes utilizados como

eluentes foram usados sem prévia purificacao.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300, 400 e 500 MHz) e de carbono (RMN de '*C, 75, 100 e 125 MHz) foram
obtidos em espectrometros BRUKER AVANCE Il HD NanoBay e VARIAN
MERCURY 300. Foram utilizados como solventes cloroformio (CDCI3),
dimetilsulféxido (DMSO-ds) e metanol (CD3OD) deuterados. As constantes de

acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).

Os espectros no infravermelho (IV) foram adquiridos empregando-se a
técnica reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com

acessorio GladiATR.

Os espectros de massas foram obtidos em um equipamento CG-EM
SHIMADZU GCMS-QP5050A.

As temperaturas de fusao foram determinadas em aparelho MQAPF-302

e nao foram corrigidas.
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2.2.1 Sinteses

2.2.1.1 Sintese da 2-(prop-2-in-1-il)isoindolina-1,3-diona (1)

oy f
7 2N 1,’
6 43‘\\2

5 0] \3'

(1)

A um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados isoindolina-
1,3-diona (ftalimida) (4,00 g; 27,2 mmol), brometo de propargila (4,95 mL; 54,4
mmol), carbonato de potassio (9,39 g; 8,86 mmol) e acetona anidra (50 mL). A
mistura de reacao foi mantida sob agitagcdo magnética e refluxo por 18 horas. O
progresso da reagado foi monitorado por CCD. Em seguida, a reacao foi
resfriada até temperatura ambiente e vertida em solugdo de HCI 1 mol L™ (18
mL). A fase aquosa foi extraida com acetato de etila (4 x 30 mL). Os extratos
organicos foram combinados e a fase orgéanica resultante foi lavada com
solugdo saturada de NaCl, seca com Na,SO, anidro e concentrada sob
pressdo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v). A 2-
(prop-2-in-1-il)isoindolina-1,3-diona (1) foi obtida com 86% de rendimento (4,30
g; 23,2 mmol).

2.2.1.2 Sintese dos metanossulfonatos 2a-2g e cloretos de benzila 2h-2I

R/ >OMs ou R >ClI

A um baldo de fundo redondo (50 mL) foram adicionados 20,0 mL de
diclorometano e o alcool benzilico de interesse comercial (1,00 equiv.). Fez-se,
neste momento, ambiente inerte utilizando-se nitrogénio gasoso. A mistura foi
resfriada a -50 °C por meio de banho de acetato de etila e nitrogénio liquido, e
entdo, a trietilamina (2,00 equiv.) foi adicionada. Em seguida, adicionou-se

lentamente a mistura de reacgéo cloreto de mesila (1,50 equiv.) dissolvido em
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1,00 mL de diclorometano sob agitagéo por 2 horas. Apds o término da reacéo,
evidenciado por analise via CCD, adicionaram-se 10,0 mL de agua destilada. A
fase organica foi extraida, lavada com solugdo aquosa (0,100 mol L") de HCI
(3 x 15 mL) seguida de solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sodio (3 x 5
mL), seca com sulfato de sdédio anidro, filtrada e concentrada sobre pressao

reduzida para a obtencéo do éster metanossulfonato ou do cloreto de benzila.

Na Figura 2.3 encontram-se representadas as estruturas e os

rendimentos obtidos nas reag¢des de preparagao dos metanossulfonatos 2a-2g

R

e cloretos 2h-2l.

OSO,CH; EO
F

SO,CH, SO,CH, SO,CH, SO,CH, SO,CH,

(2a) (2b) (2¢) (2d) (2e) (2f)
95% 90% 70% 83% 83% 89%
0S0,CHs o] Cl o] Cl Cl
HsCO HsCO OCH,
OCF, CH,4 OCHj,4 OCHj,
29) (2h) (2i) (2i) (2k) )
88% 61% 65% 87% ** 90%

Figura 2.3 - Estruturas dos metanossulfonatos e cloretos de benzila e

*%*

rendimentos das reacdes envolvidas em suas preparagdes. **: composto
instavel, o que n&o possibilitou seu isolamento e calculo do rendimento da

reagcao envolvida em sua preparagao.

Devido a um problema de instabilidade, os metanossulfonatos oriundos
dos alcoois 4-metilbenzilico, 4-isopropilbenzilico, 4-metoxibenzilico, 2,5-
dimetoxibenzilico e 3,4,5-trimetoxibenzilico ndo foram obtidos. No entanto,
durante a realizagcdo das reacdes, foi observada a formagao dos respectivos
cloretos de benzila 2h-2l. Segundo BENTLEY e colaboradores (1994), a
decomposicdo dos derivados mesilatos pode levar a formagao dos

correspondentes cloretos.
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2.2.1.3 Sintese do (3,4,5-trimetoxifenil)metanol (3)

OH

H,CO OCH,
OCHs

©)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido (1,50 g; 7,65 mmol) e 30 mL de etanol. A mistura foi
magneticamente agitada por 30 minutos até completa dissolugdo do aldeido.
Em seguida, adicionou-se a mistura de reacéo, gota-a-gota, uma solugao de
boroidreto de sédio (318 mg; 8,42 mmol) dissolvido em 30 mL de etanol. A
mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 2 horas, sendo o
progresso da reagdo monitorado por CCD. Posteriormente, a mistura foi vertida
em um béquer, mantido em banho de gelo, contendo 30 mL de agua e 6 mL de
HCI concentrado. A fase aquosa resultante foi extraida com acetato de etila (3
x 30 mL). Os extratos organicos foram combinados e a fase organica resultante
foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O
procedimento descrito resultou na obtencdo do 3,4,5-trimetoxifenilmetanol (3)
com 81% de rendimento (1,25 g; 6,31 mmol) apds purificagdo por
cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila-

diclorometano (3:1:3 v/v).
2.2.1.4 Sintese das azidas

2.2.1.4.1 Sintese das azidas benzilicas 4a-4l

Ar~ N

A um baldo de fundo redondo (100 mL) contendo 10,0 mL de
dimetilsulféxido e azida de sdodio (4,00 equiv.), foi adicionado o éster
metanossulfonato ou o cloreto de benzila (1,00 equiv.), sintetizados como

descrito no item 2.2.1.2. A mistura de reagao foi mantida sob agitacao por 45
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minutos a temperatura ambiente e monitorada por CCD. Terminada a reacgao,
adicionaram-se 10,0 mL de agua destilada gelada. A fase organica foi extraida
com acetato de etila (3 x 30 mL), lavada com solu¢do saturada de NaCl, seca
com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sobre pressao reduzida para

a obtencao da azida correspondente.

Na Figura 2.4, encontram-se representadas as estruturas e os

rendimentos obtidos nas preparagdes das azidas benzilicas 4a-4l.

N3 N3 N3 E N3 E N3 E N3
F Cl Br | CFy

(4a) (4b) (4c) (4d) (4e) (4f)
97% 95% 94% 94% 92% 96%

N3 N3 N3 N3 N3 N3

H,CO H,CO OCH;
OCF,4 OCHj; OCHj3
(49) (4h) (4i) (4)) (4k) (4l
93% 92% 63% 96% 88% 80%

Figura 2.4 - Estruturas e rendimentos das reagdes envolvidas na preparagao

das azidas benzilicas 4a-4l.

2.2.1.4.2 Sintese da 4-azidobenzenossulfonamida (4m)

N3

SO,NH,
(4m)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 2,00 g (11,6 mmol) da

4-aminobenzenossulfonamida e 20,0 mL de solucdo aquosa de HCI 4,00
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mol L. A solucgdo resultante foi resfriada a temperatura de 0 °C. Em seguida,
adicionaram-se, gota-a-gota, 2,78 mL de solugdo aquosa de NaNO, (5,00 molL") e
3,48 mL de solucdo aquosa de NaNs (5,00 mol L™"). A mistura de reacéo foi
mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 2,5 horas. Apds este
periodo, foi realizada uma filtragdo a vacuo, resultando na obtencdo da 4-
azidobenzenossulfonamida (4m) com 50% de rendimento (1,15 g, 5,08 mmol)
que néo foi submetida a nenhum processo subsequente de purificagdo (CARTA
et.al., 2016).

2.2.1.4.3 Sintese das azidas benzilicas 4n e 40

N3 N3
Br

Br

(4n) (40)

As azidas 4n e 40 foram preparadas de acordo com a metolodogia

descrita a seguir.

A um baldo de fundo redondo (100 mL) contendo 10,0 mL de
dimetilsulféxido e azida de sédio (4,00 equiv.), foi adicionado brometo de 2-
bromo ou 3-bromobenzila (1,00 equiv.), adquiridos comercialmente. A mistura
de reacgao foi mantida sob agitagdo por 45 minutos a temperatura ambiente e
monitorada por CCD. Terminada a reagao, adicionaram-se 10,0 mL de agua
destilada gelada. A fase organica foi extraida com acetato de etila (3 x 30 mL),
lavada com solucdo saturada de NaCl, seca com sulfato de sdédio anidro,
fitrada e concentrada sobre pressao reduzida para a obtencdo da azida
correspondente. As azidas 4n e 40 foram obtidas com 95 e 92% de

rendimento, respectivamente, apds purificagao.
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2.2.1.4.4 Sintese da 4-bromofenilazida (4p)

N3

Br

(4p)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 1,00 g (5,80 mmol) da
4-bromoanilina e 10 mL de solugdo aquosa de HCI 4,00 mol L. A solucéo
resultante foi resfriada a temperatura de 0 °C. Em seguida, adicionaram-se, gota-
a-gota, 1,39 mL de solucdo aquosa de NaNO, (5,00 molL™") e 1,74 mL de solucdo
aquosa de NaNs (5,00 mol L™). A mistura de reagao foi mantida sob agitagdo a
temperatura ambiente por 30 minutos e o progresso da reagdo monitorado por
CCD. Apods este periodo, agua destilada (10 mL) foi adicionada a reagéo e a
fase aquosa resultante foi extraida com acetato de etila (3 x 30 mL). Os
extratos organicos foram combinados e a fase organica resultante foi seca com
Na,SO, anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O procedimento
descrito resultou na obtencdo da 4-bromofenilazida (4p) com 82% de
rendimento (0,945 g; 4,77 mmol) apds purificagdo por cromatografia em coluna

de silica gel eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v).

2.2.1.5 Sintese dos derivados ftalimidicos contendo nucleo 1,2,3-triazol

5a-5m

O
N
N
(0] \N
l/\l”
(5a-5m) R

Para a sintese das ftalimidas 5a-5m (Figura 2.5, pg. 25) foi adotado o
seguinte procedimento experimental: 1,30 mmol da azida foi adicionado a um
baldo de fundo redondo de 10 mL contendo 2,00 mL de alcool t-butilico, 2,00

mL de agua, 86,0 mg (0,430 mmol) de ascorbato de sddio e 200 mg (1,08
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mmol) do composto 1. Em seguida, foram adicionados 54,0 mg (0,220 mmol)
de CuS0O4-5H,0. A mistura resultante foi agitada vigorosamente a temperatura
ambiente por 10 horas e monitorada por CCD. Terminada a reagdo, uma
solugdo saturada de Na,CO; foi adicionada e a fase aquosa foi extraida com
diclorometano (3 x 30 mL) e acetato de etila (3 x 30 mL). Os extratos organicos
foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com Na;SO4 anidro,
filtrada e concentrada sob presséao reduzida. O material resultante foi purificado
por cromatografia em coluna de silica gel. Na Figura 2.5 encontram-se
representadas as estruturas e os rendimentos obtidos nas reagbes de

preparagao dos derivados 5a-5m.

CI
©:I<‘< (5a) @qé (5b) @Eé (5¢)

75% 92% 85%

(5d) (5e) <5f>
80% 65% 74%
/N\
SR} ©E§ 4 @[é 4
Nf OCF
@ (59) 3 (5h) (5i)
o 78% 72% 66%
OCHs
N N
O N* N/\©\ o N° N OCH3
@[éNf oo (" f oo,
LG L0 HsCO 51y HCO
77% 90% 82%
SO,NH,
AT
o N° N
N
(5m)
o) 40%

Figura 2.5 - Estruturas dos compostos 5a-5m e rendimentos obtidos nas

reacdes de preparacao destes.
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2.2.1.6 Sintese dos derivados ftalimidicos contendo ntcleo 1,2,3-triazol

7a-Tm

Empregando-se a substancia 2-(pent-4-in-1-il)isoindolina-1,3-diona (6)
(Figura 2.19, pg. 82), adquirida comercialmente, e metodologia similar aquela
descrita para os derivados 5a-5m, sintetizaram-se os derivados 7a-7m cujas
estruturas e rendimentos obtidos nas reagdes de preparacdo destes sao
mostrados na Figura 2.6, pg. 27. Ademais, o tempo para a finalizacédo das
reacoes foi de 10 horas para todos os casos e as transformacdes foram
conduzidas a temperatura ambiente, sem necessidade de cuidados especiais
(atmosfera inerte, desgaseificiagdo de solventes, utilizacdo de solventes
anidros) para realizacdo das transformagdes. Todos os compostos foram

purificados por cromatografia em coluna de silica gel.
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©iufﬂ© ©iufﬁ©

82% 92%
5°/o 3%
71% 93%
78% 63%
66% 86%
OCHs
OCHj
84% H3CO 97% HsCO

/©/SOZNH2
@%« \J(fm

40%

Figura 2.6 - Estruturas dos compostos 7a-7m e rendimentos obtidos nas

reacdes de preparacao destes.
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2.2.1.7 Sintese do (*) (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-i)metanol (8)

HO\A/O

(8)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 25,0 mL de glicerol
(0,340 mol), 25,0 mL de acetona (0,340 mol); 0,0200 g de acido p-
toluenosulfénico (0,115 mmol) e 2,50 g sulfato de cobre pentaidratado (15,6
mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 dias,
sendo o progresso da reagdo monitorado por CCD. Posteriormente, a mistura
foi filtrada resultando num liquido viscoso azulado. Esse liquido foi purificado
via cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila
(3:1 v/v) resultando na obtencdo de 8 com 7% de rendimento (3,17g; 0,024
mol) (COSTA et al., 2017).

2.2.1.8 Sintese do (*) (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metilmetanossulfonato

(9)

ol(
(0]

H,C.i_O o
3 S \A/

O

9)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 3,00 g de () (2,2-
dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol (22,7 mmol) e 20,0 mL de trietilamina (0,143
mol). A mistura foi mantida em banho de gelo e agitada e por 20 minutos. Em
seguida, foram adicionados 10 mL de diclorometano e 2,62 mL de cloreto de
metanossulfonila (34,1 mmol). A mistura resultante foi mantida sob agitagéo por
2 horas a temperatura ambiente, sendo o progresso da reagdo monitorado por
CCD. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de agua destilada. A fase
organica foi lavada (3 x 5 mL) com solugéo de HCI 1mol L™, seca com Na;SO,

anidro e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por
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cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila-
diclorometano (3:1:3 v/v). O (2,2-dimetil-1,3-dioxalan-4-il)metilmetano (9) foi
obtido com 63% de rendimento (2,90 g; 13,8 mmol).

2.2.1.9 Sintese do (%) 4-(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano (10)

N3\A/O

(10)

A um baléo de fundo redondo foram adicionados 2,46 g de (2,2-dimetil-
1,3-dioxalan-4-il)metiimetanossulfonato (11,7 mmol), 3,80 azida de sédio (58,5
mol) e 10 mL de dimetilformamida. A mistura foi mantida sob agitacéo e refluxo
por 8 horas. O progresso da reagao foi monitorado por CCD. Em seguida, a
mistura foi filtrada, resultando em um filtrado amarelo palha. Foram adicionados
10 mL de agua destilada ao filtrado e a fase aquosa foi extraido com acetato de
etila (3 x 30mL). Os extratos organicos foram combinados e a fase organica
resultante seca com Na,SO,4 anidro e concentrada sob presséo reduzida. O
residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com
hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v). O 4-(azidometil)-2,2-dimetil-
1,3-dioxolano (10) foi obtido com 90% de rendimento (1,65 g; 10,5 mmol).

22110 Sintese da (¥) 2-(3-(1-(2,3-diidroxipropil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)propil) isoindolina-1,3-diona (11)

Este composto foi sintetizado via reacao click entre 10 e o alquino 6,
empregando-se metolodologia similar aquela descrita para a preparacdo dos

compostos 5a-5m.
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2.2.1.11 Sintese da (*) 2-(oxiran-2-ilmetil)isoindolina-1,3-diona (12)

o

(12)

A um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados isoindolina-
1,3-diona (ftalimida) (3,00 g; 20,4 mmol), (x) epicloridrina (32,0 mL; 40,8 mmol)
e carbonato de potassio (9,87 g; 71,4 mmol). A mistura de reagao foi mantida
sob agitagdo magnética e refluxo por 24 horas. O progresso da reagéo foi
monitorado por CCD. A mistura reacional foi levada ao rotaevaporador para a
retirada do excesso de epicloridrina. Em seguida, adicionaram-se 30 mL de
agua. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 40 mL). Os extratos
organicos foram combinados e a fase organica resultante foi lavada com
solucdo saturada de NaCl, seca com Na,SO, anidro e concentrada sob
pressao reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/v). A (x) 2-(oxiran-2-
ilmetil)isoindolina-1,3-diona (9) foi obtida com 78% de rendimento (3,25 g; 16,0

mmol).

2.2.1.12 Sintese da (*) 2-(3-azido-2-hidroxipropil)isoindolina-1,3-diona (13)

OHO N,

Cy”

o}
(13)

A um bal&o de fundo redondo de 25 mL foram adicionados (+) 2-(oxiran-
2-ilmetil)isoindolina-1,3-diona (12) (1,00 g; 4,92 mmol), azida de sédio (1,60 g;
24,6 mmol), (0,66 g; 12,3 mmol) cloreto de amonio e 5 mL de metanol:agua (4:1
v/v). A mistura de reagdo foi mantida sob agitagdo por 5 horas a 60 °C e

monitorada por CCD. Terminada a reagao, adicionaram-se 30 mL de agua
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destilada. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (5 x 30 mL), lavada
com solugdo saturada de NaCl, seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e
concentrada sobre pressao reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila (3:1 v/v). A () 2-(3-
azido-2-hidroxipropil)isoindolina-1,3-diona (13) foi obtida com 68% de
rendimento (0,824 g; 3,35 mmol).

2.2.1.13 Sintese do 1-bromo-4-((prop-2-in-1-iloxi)metil)benzeno (14)

o

(14)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados alcool 4-
bromobenzilico, (1,00 g; 5,35 mmol), brometo de tetrabutilaménio (0,172 g;
0,534 mmol), 10 mL solugdo de NaOH 35% (m/v) e 12 mL de tolueno. A
mistura de reacéao foi resfriada e mantida sob agitagcdo magnética por 1 hora.
Posteriormente, adicionou-se 1,50 mL de brometo de propargila (16,3 mmol) e
agitou-se a mistura resultante por mais 4 horas a temperatura ambiente. O
progresso da reacao foi monitorado por CCD. Apo6s este periodo a mistura de
reacao foi submetida a rotaevaporacao para retirada do tolueno. Em seguida,
foram adicionados a mistura de reacao 10 mL de solucdo saturada de NaCl . A
fase aquosa foi extraida com éter etilico (3 x 20 mL). Os extratos organicos
foram combinados e a fase organica resultante foi lavada com solugéo
saturada de NaCl, seca com Na,SO4 anidro e concentrada sob pressao
reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
eluida com hexano-cloroférmio (2:1,3 v/v). O 1-bromo-4-((prop-2-in-1-
iloxi)metil)benzeno (14) foi obtida com 87% de rendimento (1,047 g; 4,65

mmol).
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2.2.1.14 Sintese da (%) 2-(3-(4-(((4-bromobenzil)oxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-2-hidroxipropil)isoindolina-1,3-diona (15)

(15)

A um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 100 mg
(0,443 mmol) do alquino 14, 2,00 mL de alcool t-butilico, 2,00 mL de agua, 35
mg (0,178 mmol) de ascorbato de sédio e 109 mg (0,443 mmol) da azida. Em
seguida, foram adicionados 22 mg (0,0890 mmol) de CuSO,4-5H,0. A mistura
resultante foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente por 12 horas e
monitorada por CCD. Terminada a reacdo, uma solucado saturada de Na,COj;
foi adicionada e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (5 x 30 mL). Os
extratos organicas foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com
Na,SO, anidro, filtrada e concentrada sob pressado reduzida. O material
resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel com acetato
de etila. A (x) 2-(3-(4-(((4-bromobenzil)oxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2-hidroxi
propil)isoindolina-1,3-diona (15) foi obtida com 34% de rendimento (0,0710 g;
0,150 mmol).

2.2.1.15 Sintese da N’-cicloexil-N"’-(prop-2-in-1-il)ftalimida (16)

N

e

(16)

Iz ZT

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,500 g (2,70 mmol) da
2-(prop-2-in-1-il)isoindolina-1,3-diona (1), 268 uyL (2,350 mmol) da
cicloexilamina e 5,0 mL de dimetilformamida. A mistura de reacdo foi mantida
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sob agitacdo por 17 horas a temperatura ambiente e monitorada por CCD.
Terminada a reagao, adicionaram-se 10,0 mL de agua gelada. A fase organica
foi extraida com acetato de etila (3 x 30 mL), lavada com solugédo saturada de
NaCl, seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sobre pressao
reduzida. O procedimento descrito resultou na obtengcdo da N'-cicloexil-N’-
(prop-2-in-1-il)ftalimida (16) com 81% de rendimento (0,620 g; 2,18 mmol) apos
purificagcdo por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-

acetato de etila (1:1 v/v).

22116 Sintese da N-((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-

cicloexilftalimida (17)

A um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 0,170 g
(0,600 mmol) do alquino 16, 2,00 mL de alcool t-butilico, 2,00 mL de agua, 29
mg (0,12 mmol) de ascorbato de sédio e 0,143 mg (0,720 mmol) da azida. Em
seguida, foram adicionados 37 mg (0,150 mmol) de CuSO45H,0. A mistura
resultante foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente por 12 horas e
monitorada por CCD. Terminada a reagao, uma solugao saturada de Na,COj;
foi adicionada e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (5 x 30 mL). Os
extratos organicos foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com
Na,SO, anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O material
resultante foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel com acetato
de etila. A N-((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)metil)-N-cicloexilftalimida
(17) foi obtida com 41% de rendimento (0,119 g; 0,25 mmol).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise retrossintética para a preparagcdo dos derivados ftalimidicos

5a-5m e 7a-7m ¢é apresentada no Esquema 2.7.

@I:Ié Reagao CuAAC @Q ~Q + RN
_}\ \ _\\ (4a-4m)

n =1 (5a-5m) ,’Q n=1(1)
n =3 (7a-7m) n=3(6)
Substituicédo
Nucleofilica
O Bimolecular o
SN
Ciﬁ”\ o @[ﬁ e
(0] \\ (0]
(1) Ftalimida

cl Br | CF, OCF;
(c) (d) (e) () (9)
/(S/OCH3
Ha,CO HzCO OCHjs

OCH3 OCHjs SONH,

@) (b)

(h)
Esquema 2.7 - Analise retrossintética para preparagao dos derivados da

ftalimida 5a-5m e 7a-7m.

De acordo com a retrossintese, os compostos 5a-5m e 7a-7m seriam
formados via reagado de cicloadi¢ao 1,3-dipolar catalisada por cobre (reagao
CuAAC) entre a 2-(prop-2-in-1-il)isoindolina-1,3-diona (1) e as azidas 4a-4m. A

obtencao de 1, por sua vez, seria possivel via propargilacdo da ftalimida.

Com base na analise retrossintética, os compostos 5a-5m e 7a-7Tm
foram preparados de acordo com a sequéncia de reagdes mostrada no

Esquema 2.8, pg. 35.

34



O azida, CuSOy4* 5H,0

K,CO3 ascorbato de sodio
NH
acetona, refluxo, 18h _\\ agua/t-BuOH (1: 1v/v) _>\
1\

o) temp. amblente 10h
Ftalimida n =1 (5a-5m) l
(6) n =3 (7a-7m) Ry
F Cl Br | CF; OCF3
@) (b) (c) (d) (e) ) (9)
R1 =
H3;CO H3;CO OCH;
C)CH3 OCH3 SONH2
(h) 0) )] (k) O] (m)

Esquema 2.8 - Rota sintética envolvida na preparagao dos derivados 5a-5m e

7a-7m.

Assim, a reagdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) entre a
ftalimida e o brometo de propargila (Esquema 2.9) resultou na obtencao do
derivado propargilado da ftalimida 1 em 86% de rendimento apds purificagao

por cromatografia em coluna de silica gel.

o 0 KHCO
7T Ne Be gV B Br‘)
N>-H & :.Q/ \Q: ZNA\

o) 3
Esquema 2.9 - Proposta mecanistica para obtengdo da 2-(prop-2-in-1-il)
isoindolina-1,3-diona (1).

A estrutura de 1 é suportada pelos seguintes dados.
Aspecto: soélido branco.

CCD: R¢= 0,83 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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Faixa de fusdo: 149,2-149 .4 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3459, 3292, 3047, 2964, 2169, 1768, 1703, 1467, 1427,
1394, 1351, 1323, 1188, 1117, 946, 839, 724, 690, 629, 569, 527. O espectro é
apresentado na Figura 2.6, pg. 38.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,21-2,24 (m, 1H, H-3’); 4,43-4,46 (m, 1H, H-
1); 7,70-7,76 (m, 2H, H-5/H-6); 7,83-7,89 (m, 2H, H-4/H-7). O espectro é
apresentado na Figura 2.7, pg. 39.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 26,9 (C-1’); 71,4 (C-2'); 77,1 (C-3’); 123,5 (C-
4/C-7); 131,99 (C-3/C-8); 134,2 (C-5/C-6); 166,9 (C=0). O espectro &
apresentado na Figura 2.8, pg. 40.

Na Figura 2.7 (pg. 38) esta apresentado o espectro no infravermelho do
composto 1. A banda em 3292 cm™ referente ao estiramento de ligagdo Cgsp-H,
a banda fraca em 2169 cm™ devido ao estiramento da ligagdo C=C e a banda
intensa em 629 cm™ relativa & deformacao angular da ligagdo =C-H confirmam
a presenca do fragmento alcino terminal na estrutura de 1. Outras bandas que
se destacam sao as dos estiramentos simétrico e assimétrico de ligagdes C=0
conjugadas em 1768 e 1703 cm™ e aquela relativa ao estiramento C-N-C de

imida em 1394 cm™.

No espectro de RMN de 'H do composto 1 (Figura 2.8, pg. 39), pode-se
verificar o sinal mais blindado em &4 2,21-2,24 correspondente ao hidrogénio
H-3'. Os hidrogénios metilénicos H-1’ apareceram como um multipleto em &y
4,44-4 45, Os multipletos em &4 7,70-7,76 e &4 7,84-7,89, integrados para dois
hidrogénios cada, foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos H-5/H-6 e H-

4/H7, respectivamente.

No espectro de RMN de "*C do composto 1 (Figura 2.9, pg. 40 ), o sinal
correspondente ao carbono de hibridizacdo sp® C-1’ aparece em & 26,9 e os
carbonos de hibridizagdo sp C-2’ e C-3' em & 71,4 e 77,1, respectivamente.
Os carbonos aromaticos aparecem em & 123,5 (C-4/C-7), 131,9 (C-3/C-8) e
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134,2 (C-5/C-6). Os carbonos carbonilicos foram observados em oc 166,9 (C-
1/C-3).
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Para a sintese dos derivados triazolicos da ftalimida 5a-5m e 7a-7m, foi
necessaria a preparagao de uma série de azidas organicas, que foram obtidas
a partir dos correspondentes sulfonatos. Os sulfonatos, por sua vez, foram
sintetizados via tratamento de A&lcoois benzilicos com cloreto de

metanossulfonila (Esquema 2.10).

Et;N, CH,Cl,
ArCH,OH - = ArCHZOSOZCHg,

(2a-2I)

Esquema 2.10 - Reacgao envolvida na preparacao dos sulfonatos 2a-2I.

As estruturas dos sulfonatos preparados foram apresentadas na Figura
2.3 (pg. 20) e o mecanismo envolvido na formagao destas substancias é
mostrado no Esquema 2.11 (pg. 42) e envolve um mecanismo do tipo E1cB
(eliminagdo unimolecular via base conjugada). No passo limitante (ou em um
pré-equilibrio rapido) a trietilamina abstrai um préton do cloreto de mesila (ll).
Em seguida, ocorre a eliminacdo de um ion cloreto a partir do anion 1V,
originando V. O sulfeno V sofre um ataque do alcool benzilico, formando o
intermediario VI. A transferéncia interna de um préton no intermediario VI
resulta na obtencao do éster sulfonato VII (CLAYDEN et al., 2012).

Em algumas das reacgdes entre alcoois benzilicos e o cloreto de mesila
realizadas neste trabalho, ndo foi observada a formacgao do éster sulfonato; em
seu lugar foi obtido o correspondente cloreto de benzila. A formacdo dos
cloretos de benzila (VIIl) pode ser racionalizada considerando-se o ataque do
ion cloreto ao carbono benzilico em VI (Esquema 2.11, pg. 42). Cumpre
ressaltar que a obtencao dos cloretos de benzila no lugar dos sulfonatos nao
comprometeu a preparacdo das azidas organicas uma vez que 0S anions
metanossulfonato e cloreto sdo bons grupos abandonadores em reacdes de

substituicdo nucleofilica bimolecular (reacbes Sn2).
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Esquema 2.11 - Proposta mecanistica de formacdo dos metanossulfonatos e

cloretos de benzila.

As estruturas dos sulfonatos e cloretos de benzila obtidos sao

suportadas pelos seguintes dados.

Benzilmetanossulfonato (2a)

.9

6 ' -CH
5 f O/S\b 3
4 2

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,70 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,90 (s, 3H, CHa); 5,24 (s, 2H, H-1"); 7,41 (sl
5H, H-2/H-6, H-3/H-5, H-4). O espectro € apresentado na Figura 1, pg.174.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 38,3 (CHs); 71,5 (C-1'); 128,8 (C-3/C-5); 128,9
(C-2/C-6); 129,3 (C-4); 133,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 2,
pg.175.
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4-fluorobenzilmetanossulfonato (2b)

Aspecto: soélido branco.
CCD: Rf= 0,79 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 2,93 (s, 3H, CHs); 5,20 (s, 2H, H-1'); 7,09 (tap,
2H, J = 8,6 Hz, H-3/H-5); 7,37-7,43 (m, 2H, H-2/H-6). O espectro é apresentado
na Figura 3, pg.176.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHa); 70,6 (C-1’); 115,9 (d, J= 21,8 Hz,
C-3/C-5); 129,3 (q, J= 3,0 Hz, C-1); 130,9 (d, J= 9,0 Hz, C-2/C-6); 163,2 (q, J=
247,5 Hz, C-4). O espectro é apresentado na Figura 4, pg.177.

4-clorobenzilmetanossulfonato (2c)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,83 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 2,95 (s, 3H, CH3); 5,21 (s, 2H, H-1); 7,38-7,43
(m, 4H, H-2/H-6, H-3/H-5). O espectro é apresentado na Figura 5, pg. 178.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CH3); 70,3 (C-1'); 129,1 (C-3/C-5); 130,1
(C-2/C-6); 131,8(C-1); 135,4 (C-4). O espectro é apresentado na Figura 6,
pg.179.
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4-bromobenzilmetanossulfonato (2d)

Aspecto: soélido branco.
CCD: R¢= 0,60 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,95 (s, 3H, CHas); 5,18 (s, 2H, H-1'); 7,29 (d,
2H, J = 8,4 Hz, H-2/H-6); 7,54 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5). O espectro é
apresentado na Figura 7, pg.180.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHs); 70,3 (C-1’); 123,5 (C-4); 130,3 (C-
2/C-6); 132,0 (C-3/C-5); 132,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 8,
pg.181.

4-iodobenzilmetanossulfonato (2e)

Aspecto: sélido branco.
CCD: R¢= 0,65 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 2,95 (s, 3H, CHa); 5,18 (s, 2H, H-1); 7,16 (d,
2H, J = 8,3 Hz, H-2/H-6); 7,75 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5). O espectro é
apresentado na Figura 9, pg.182.
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RMN de "*C (75 MHz, CDCl) & 38,3 (CHs); 70,4 (C-1'); 95,4 (C-4); 130,4 (C-
2/C-6); 133,0 (C-1); 138,0 (C-3/C-5). O espectro € apresentado na Figura 10,
pg. 183.

4-(trifluorometil)benzilmetanossulfonato (2f)

i
6 ' ~CH
5 O/S\\ 3

(2f)

Aspecto: oleo incolor.
CCD: R¢= 0,71 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCIs) &: 3,00 (s, 3H, CHas); 5,28 (s, 2H, H-1°); 7,54 (d,
2H, J = 8,1 Hz, H-2/H-6); 7,67 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-3/H-5). O espectro é
apresentado na Figura 11, pg.184.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 38,2 (CHs); 69,8 (C-1'); 125,8 (q, J= 3,8 Hz, C-
3/C-5); 127,2 (q, J = 278,5 Hz, CF3); 128,7 (C-2/C-6); 131,3 (q, J= 32,5 Hz, C-
4); 137,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 12, pg. 185.

4-(trifluorometoxi)benzilmetanossulfonato (2g)

o)
6 ' g-CH,
e W\

4
F,CO 2

3
(29)

Aspecto: dleo incolor.

CCD: R¢= 0,63 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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RMN de 'H (300 MHz, CDCl) &: 2,97 (s, 3H, CHas); 5,23 (s, 2H, H-1°); 7,25 (d,
2H, J = 8,1 Hz, H-3/H-5); 7,46 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-2/H-6). O espectro é
apresentado na Figura 13, pg.186.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 38,3 (CH3); 70,0 (C-1'); 120,3 (q, Jo.r = 256,4
Hz, OCF3); 121,2 (C-3/C-5); 130,3 (C-2/C-6); 132,1(C-1); 149,8(C-4). O

espectro é apresentado na Figura 14, pg. 187.

Cloreto de 4-metilbenzila (2h)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,90 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 2,37 (s, 3H, CHas); 5,58 (s, 2H, H-1°); 7,18 (d,
2H, J = 8,5 Hz, H-3/H-5); 7,29 (d, 2H, J = 7,8 Hz, H-2/H-6). O espectro é
apresentado na Figura 15, pg.188.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 21,1 (CHs); 46,2 (C-1'); 128,5 (C-2/C-6); 129,4
(C-3/C-5); 134,5 (C-1); 138,3 (C-4). O espectro é apresentado na Figura 16,
pg.189.

Cloreto de 4-isopropilbenzila (2i)

Aspecto: 6leo amarelo.
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CCD: R¢= 0,92 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,26 (d, J = 6,9 Hz, 6H, CHa); 2,92 (sept, 1H, J
=6,9 Hz, CH); 4,65 (s, 2H, H-1’); 7,23 (d, 2H, J = 7,8 Hz, H-3/H-5); 7,30 (d, 2H,
J=7,8 Hz, H-2/H-6). O espectro € apresentado na Figura 17, pg. 190.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 23,9 (CHs); 33,8 (CH); 65,2 (C-1"); 126,6 (C-
3/C-5); 127,1 (C-2/C-6); 138,3 (C-1); 148,4 (C-4). O espectro é apresentado na
Figura 18, pg. 191.

Cloreto de 4-metoxibenzila (2))

6 1

i©1ﬂ ?
4

2
HyCO™

(2)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,83 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,82 (s, 3H, OCHs); 4,58 (s, 2H, H-1"); 6,89 (d,
2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5); 7,32 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2/H-6). O espectro é
apresentado na Figura 19, pg. 192.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 46,3 (C-1'); 55,2 (OCHs); 114,1 (C3/C-5);
129,6 (C-1); 130,0 (C-2/C-6); 159,6 (C-4). O espectro é apresentado na Figura
20, pg. 193.

Cloreto de 1,2,3-trimetoxibenzila (2I)

H,CO
3 Cl

H,CO
OCH;

()
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Aspecto: dleo incolor.

CCD: R¢= 0,83 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

CG EM m/z: 218 (IM+2]7, 10), 216 ([M]*, C1oH1304Cl, 31), 201 (8); 181(100);
148 (10), 138 (10); 95 (6); 77(8); 51(7): 39 (4).

A reacao entre o alcool 3,4,5-trimetoxibenzilico e o cloreto de mesila
resultou na obtencdo do correspondente cloreto de 3,4,5-trimetoxibenzila. No
entanto, foi observado que este composto apresenta instabilidade a
temperatura ambiente. Assim, uma vez preparado, este cloreto foi
imediatamente utilizado para preparagcdo da correspondente azida. Devido a
sua instabilidade, n&o foi possivel a obtengdo de espectros satisfatérios de
RMN de 'H e ®C. Porém, a formacdo do composto clorado ao invés do éster
metanossulfonato pdde ser confirmada via espectrometria de massas
destacando-se no espectro do composto (Figura 2.10) os picos com razéo
massa/carga (m/z) iguais a 181 (pico base, resultante da perda de cloro) e 216

(pico do ion molecular).

100 4

20

20 <

Intensidade Relativa (%)

Figura 2.10 - Espectro de massas do cloreto de 3,4,5-trimetoxibenzila (2I).
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Dentre os alcoois benzilicos empregados na preparagao dos sulfonatos
e cloretos de benzila, menciona-se que o alcool 3,4,5-trimetoxibenzilico (3) foi
preparado a partir da reducéo do aldeido 3,4,5-trimetoxibenzdico com boridreto

de sdodio (Esquema 2.12).

H.__O
CH,OH
NaBH,
—_—
H3CO OCH3 Etanol H5CO OCHj,
OCHs OCHs

®3)
Esquema 2.12 - Reduc¢ao do alcool 3,4,5-trimetoxibenzilico com NaBHy.

O alcool 3,4,5-trimetoxibenzilico (3) foi obtido com 81% de rendimento. A
auséncia no espectro de IV de uma forte banda na faixa de absor¢ao de 1740-
1720 cm™ tipica de estiramento de carbonila de aldeido, associada a presenca
de uma banda larga em 3407 cm™ (v O-H) e de outra banda forte em 1119 cm™
(v C-0) evidencia o sucesso na conversao do aldeido 3,4,5-trimetoxibenzéico

no seu respectivo alcool. A estrutura de 3 € suportada pelos seguintes dados.
Aspecto: 6leo amarelo claro.
CCD: R¢= 0,23 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

IV (ATR) Vimax (cm'1): 3407, 2937, 2836, 1590, 1505, 1455, 1418, 1328, 1231,
1119, 1000, 959, 823, 777, 685, 576. O espectro é apresentado na Figura 21,
pg. 194.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) & 2,24 (1H, OH); 3,80 (s, 3H, OCHs); 3,82 (s,
6H, OCHs); 4,59 (s, 2H; H-1); 6,56 (H-2'/H-6’). O espectro é apresentado na
Figura 22, pg.195.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 56,0 (OCHs); 60,8 (OCHzs); 65,3 (C-1); 103,6
(C-2/C-6’); 136,7 (C-1’); 137,0 (C-4); 153,3 (C-3'/C-5). O espectro &
apresentado na Figura 23, pg.196.
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A obtencdo das azidas 4a-4l foi possivel via tratamento dos
metanossulfonatos e cloretos de benzila com azida de sédio (conforme
representado no Esquema 2.13. Essas azidas foram obtidas com rendimentos
satisfatorios (63-97%). A conversdo ocorreu via reagdo de substituigdo
nucleofilica bimolecular (Sn2), sendo esta favorecida devido a presenca nos
reagentes 2a-21 de bons grupos abandonadores (CI" ou "OSO,CHs), além do
uso do solvente polar aprotico DMSO, o qual deixa o nucléofilo N3 livre para o

ataque ao carbono benzilico.

NaN3, DMSO
ArCH,-X S ArCH,—Ns
(2a-2l) temp. ambiente (4a-41)
(-NaX)

X=Clou -OSOZCH3

Esquema 2.13 - Preparagao das azidas 4a-4l.

As estruturas dos compostos 4a-41 sido suportadas pelos dados

apresentados a seguir.

Benzilazida (4a)

1+ N3
1
6 2
5 3
4
(4a)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,95 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 4,35 (s, 2H, H-1°); 7,31-7,44 (m, 5H, H-2/H-6,
H-3/H-5, H-4). O espectro é apresentado na Figura 24, pg. 197.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 54,7 (C-1'); 128,2 (C-2/C-6); 128,3 (C-4);
128,8 (C-3/C-5); 135,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 25, pg. 198.
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4-Fluorobenzilazida (4b)

Aspecto: soélido branco.
CCD: R¢= 0,95 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 4,31 (s, 2H, H-1'); 7,07 (tap, 2H, J = 8,7 Hz, H-
3/H-5); 7,26-7,32 (m, 2H, H-2/H-6). O espectro é apresentado na Figura 26,
pg.199.

RMN de "*C (75 MHz, CDCl,) &: 54,0 (C-1°); 115,7 (d, Jc.r = 21,0 Hz, C-3/C-5);
130,0 (d, Jcr = 7,5 Hz, C-2/C-6); 131,2 (d, Jcr = 3,0 Hz, C-1); 162,6 (d, Jor =
245,3 Hz, C-4). O espectro é apresentado na Figura 27, pg. 200.

4-Clorobenzilazida (4c)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,90 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 4,32 (s, 2H, H-1’); 7,25 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
2/H-6); 7,36 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5). O espectro é apresentado na Figura
28, pg. 201.
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RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 53,9 (C-1’); 129,0 (C-2/C-6); 129,4 (C-3/C-5);
133,8 (C-4); 134,2 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 29, pg. 202.

4-Bromobenzilazida (4d)

Aspecto: oleo incolor.
CCD: R¢= 0,85 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 4,29 (s, 2H, H-1); 7,18 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
2/H-6); 7,49 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5). O espectro é apresentado na Figura
30, pg. 203.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 54,0 (C-1'); 122,2 (C-4); 129,7 (C-2/C-6);
131,9 (C-3/C-5); 134,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 31, pg. 204.

4-lodobenzilazida (4e)

Aspecto: soélido branco.
CCD: R¢= 0,60 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 4,29 (s, 2H, H-1’); 7,06 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-
2/H-6); 7,72 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-3/H-5). O espectro é apresentado na Figura
32, pg. 205.
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RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 54,1 (C-1’); 93,9 (C-4); 129,9 (C-2/C-6); 135,0
(C-1); 137,9 (C-3/C-5). O espectro é apresentado na Figura 33, pg. 206.

4-(trifluorometil)benzilazida (4f)

Aspecto: 6leo incolor.
CCD: R¢= 0,95 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) &: 4,43 (s, 2H, H-1’); 7,44 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-
2/H-6); 7,65 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-3/H-5). O espectro é apresentado na Figura
34, pg. 207.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 54,1 (C-1’); 125,8 (q, Jcr = 3,8 Hz, C-3/C-5);
128,2 (C-2/C-6); 128,6 (q, Jc-r = 254,3 Hz, CF3); 135,4 (q, Jcr = 28,0 Hz, C-4);
139,3 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 35, pg. 208.

4-(trifluorometoxi)benzilazida (49)

Aspecto: Oleo incolor.

CCD: R¢= 0,90 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 4,36 (s, 3H, H-1); 7,23 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-
3/H-5); 7,35 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-2/H-6). O espectro € apresentado na Figura
36, pg. 209.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 53,9 (C-1’); 120,4 (q, Jor = 256,4 Hz, OCF3);
121,3 (C-3/C-5); 129,5 (C-2/C-6); 134,1 (C-1); 149,1 (C-4). O espectro é
apresentado na Figura 37, pg. 210.

4-metilbenzilazida (4h)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,82 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 2,36 (s, 3H, CHs); 4,28 (s, 2H, H-1"); 7,20 (sl,
4H, H-2/H-6, H-3/H-5). O espectro € apresentado na Figura 38, pg. 211.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 21,1 (CHs); 54,6 (C-1'); 128,2 (C-2/C-6); 129,4
(C-3/C-5); 132,2 (C-1); 138,1 (C-4). O espectro é apresentado na Figura 39,
pg. 212.

4-isopropilbenzilazida (4i)

Aspecto: 6leo amarelo.

54



CCD: R¢= 0,92 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 1,27 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CHas); 2,94 (sept, 1H,
J=6,9 Hz, C-H); 4,32 (s, 2H, H-1’); 7,26 (sl, 4H, H-2/H-6, H-3/H-5). O espectro
€ apresentado na Figura 40, pg. 213.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) & 23,9 (CHs); 33,8 (C-H); 54,6 (C-1’); 126,8 (C-
3/C-5); 128,3 (C-2/C-6); 132,7 (C-1); 149,0 (C-4). O espectro é apresentado na
Figura 41, pg. 214.

4-metoxibenzilazida (4j)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,85 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 3,82 (s, 3H, OCHs); 4,27 (s, 2H, H-1’); 6,91 (d,
2H, J = 8,7 Hz, H-3/H-5); 7,25 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2/H-6). O espectro é
apresentado na Figura 42, pg. 215.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 54,3 (C-1'); 55,2 (OCHs); 114,1 (C-3/C-5);
128,6 (C-1); 129,7 (C-2/C-6); 159,6 (C-4). O espectro é apresentado na Figura
43, pg. 216.
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2,5-dimetoxibenzilazida (4k)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,90 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCIls) &: 3,78 (s, 3H, OCHs); 3,82 (s, 3H, OCHa); 4,34
(s, 2H, H-1°); 6,85 (s, 3H, H-3, H-4, H-6). O espectro € apresentado na Figura
44, pg. 217.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) & 50,0 (C-1'); 55,7 (OCHs); 55,8 (OCH3); 111,5
(C-4); 113,9 (C-3); 116,0 (C-6); 124,7 (C-1); 151,6 (C-2); 153,4 (C-5). O

espectro € apresentado na Figura 45, pg. 218.

3,4,5-Trimetoxibenzilazida (4l)

1" N3

5
4 6
3
H3CO 2 1 OCH3
OCH;

(41)

Aspecto: dleo incolor.
CCD: R¢= 0,76 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

IV (ATR) 7max (cm™): 2942, 2836, 2092, 1590, 1505, 1456, 1419, 1345, 1233,
1121, 1003, 823, 780, 718. O espectro € apresentado na Figura 46, pg. 219.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,83 (s, 3H, OCHs); 3,86 (s, 6H, OCHs); 4,27
(s, 2H, H-1"); 6,52 (s, 2H, H-4/H-6). O espectro é apresentado na Figura 47, pg.
220.

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 55,1 (OCHs); 56,1 (OCHs); 60,8 (C-1°); 105,0
(C-4/C-6); 130,9 (C-5); 137,8 (C-2); 153,4 (C-1/C-3). O espectro & apresentado
na Figura 48, pg. 221.

A 4-sulfonilfenilazida (4m) foi sintetizada por um caminho diferente
daquele mostrado para as azidas 4a-4l. Neste caso, a 4-
aminobenzenosulfonamida foi convertida no correspondente sal de diazénio via
processo de diazotagdo. A reagao do sal de diazdnio obtido in situ com azida
de sddio resultou na formacado de 4m, conforme mostrado no Esquema 2.14.
Neste esquema estdo incluidas ainda uma proposta mecanistica que procura

explicar a formacao de 4m.

NH, N,* CI NS
NaNO, HCI, NaN;
—_—
0°C
SO,NH, SO,NH, SO,NH,
(4m)
® ® _N& @
Na? GO/N\?Q. H. HO/N‘.\_O,- _H H,0) St N=0 +H,0

H
TN @ H\If) . @
. _ =, _0:
Ar—NHg * N:\?-—» Ar’g‘NUH

H
B e
@ N Ar“e N

@ @ S} ..
(OH, — Ar—N=N Cl + H,0:
sal diazbnio

A

® ©
Ar—N=N O S NaNa_ AN+ NaCl
r—N= fAr r—Ns + Na

o
N2 ¢l

Ar = —EQSONHZ

Esquema 2.14 - Preparacao da azida 4m.
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A azida aromatica 4m foi obtida com 50% de rendimento e sua estrutura

€ suportada pelos seguintes dados.

Aspecto: solido amarelo.

CCD: R¢= 0,55 (hexano-acetato de etila-diclorometano 1:1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 114,5-115,0 °C.

IV (ATR) max (cm™): 3340, 3244, 3112, 2414, 2265, 2094, 1586, 1487, 1409,
1327, 1155, 1129, 1091, 897, 837, 817, 715, 539. O espectro € apresentado na
Figura 2.11, pg. 59.

RMN de 'H (300 MHz DMSO-dg) &: 7,28 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5); 7,36 (s,
2H, -SO,NH»); 7,82 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2/H-6). O espectro é apresentado na
Figura 2.12, pg. 60.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 119,9 (C-2/C-6); 128,0 (C-3/C-5); 140,9 (C-4);
143,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 2.13, pg. 61.

A andlise do espectro no IV (Figura 2.11, pg. 59) revela que as bandas
observadas estdo condizentes com a estrutura do composto 4m. A banda
intensa em 2094 cm™ pode ser atribuida ao estiramento do grupo azida. As
bandas de estiramentos assimétrico e simétrico do grupo NH, sdo observadas
em 3340 cm™ e 3244 cm™, respectivamente. A banda em 1586 cm™ ¢ relativa a

deformacgéao angular no plano de NH,.

No espectro de RMN de 'H da azida 4m (Figura 2.12, pg. 60), observou-
se um singleto em &, 7,36 referente aos dois hidrogénios do grupo -SO,NH>.
Os sinais em &4 7,28 e 7,82 apresentados como dupletos e integrados para

dois hidrogénios cada, foram atribuidos a H-3/H-5 e H-2/H-6, respectivamente.

No espectro de RMN de '*C da azida 4m (Figura 2.13, pg. 61), foram
observados quatro sinais em &4 119,9 (C-2/C-6), 128,0 (C-3/C-5), 140,9 (C-4) e

143,3 (C-1), os quais corroboram a estrutura quimica esperada.
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Devido a disponibilidade dos haletos brometo de 2-bromobenzila e
brometo de 3-bromobenzila, procedeu-se a preparagao dos compostos 4n e 40
via tratamento destes haletos com azida de sédio (Esquema 2.15).
Considerando as condigdes de reacdo empregadas, a preparagao destas
azidas ocorre por um mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2).

DMSO, NaN5

Ar/\Br Ar/\N3

temp. ambiente

(4n): Ar = 2-bromobenzila
(40): Ar = 3-bromobenzila

Esquema 2.15 - Reacio de preparacao das azidas 4n e 4o.

As azidas 4n e 4o foram obtidas com 95 e 92 % de rendimento,
respectivamente. As estruturas de 4n e 40 sido suportadas pelos seguintes

dados.

2-bromobenzilazida (4n)

Aspecto: 6leo amarelo.

CCD: R¢= 0,85 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 4,50 (s, 2H, H-1"); 7,20 (td, 1H, J=7,6 Hz e J
= 1,5 Hz, H-5); 7,31-7,42 (m, 2H, H-4/H-6); 7,61 (dd, 1H, J=79Hze J=10,8
Hz, H-3). O espectro é apresentado na Figura 49, pg. 222.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 54,6 (C-1'); 123,6 (C-2); 127,7 (C-4); 129,8 (C-
5); 130,0 (C-6); 133,0 (C-3); 134,9 (C-1). O espectro é apresentado na Figura
50, pg. 223.

3-bromobenzilazida (40)
Aspecto: dleo incolor.

CCD: R¢= 0,92 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 4,33 (s, 2H, H-1’); 7,24-7,26 (m, 2H, H-5, H-6);
7,46-7,48 (m, 2H, H-2, H-4). O espectro € apresentado na Figura 51, pg. 224.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 54,0 (C-1’); 122,8 (C-3); 126,5 (C-6); 130,3 (C-
4); 131,0 (C-2); 131,3 (C-5); 137,6 (C-1). O espectro € apresentado na Figura
52, pg. 225.

A 4-bromofenilazida (4p) foi também preparada via diazotagdo a partir
da 4-bromoanilina, similarmente ao que foi descrito para 4-sulfonilfenilazida
(4m), com tempo reacional de 30 minutos e 82% de rendimento. Para esta
substancia, adquiriu-se apenas o espectro no infravermelho (Figura 53, pg.
192) e os dados desta espetroscopia estdo em acordo com aqueles descritos
por REN e JIAL (2014). Na descricdo dos dados da espectroscopia no
infravermelho descritos a seguir, os valores entre parénteses correspondem
aqueles descritos por REN e JIAL (2014). Destaca-se no espectro de IV azida
aromatica 4p a auséncia de duas bandas na regido de 3350-3520 cm™ no
espectro de IV, referente aos estiramentos assimétricos e simétricos de grupo
NH, de anilina e a presenga de banda intensa em 2121 cm™ tipica de

estiramento de -N=N=N de azidas.
Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,80 (hexano-acetato de etila-diclorometano 1:1:1 v/v).

IV (ATR) Vmax (cm™): 3243 (3273), 2413 (2415), 2121 (2129), 1582 (1584), 1479
(1483), 1288 (1294), 1126 (1129), 1008 (1006), 818 (818), 529 (529), 490 (490)
(REN e JIAL, 2014). O espectro é apresentado na Figura 53, pg. 226.

De posse do alquino terminal 1 (pg. 19) e das azidas 4a-4m (pg. 22),
procedeu-se a sintese dos derivados triazélicos 5a-5m. As reacbes CuAAc
(reagdes click) entre as azidas e o alquino terminal produziram os derivados
triazolicos com rendimentos variando de 40% a 92% apods purificagao por
cromatografia em coluna de silica gel. A seguir sao descritos os dados que

suportam as estruturas dos compostos 5a-5m.
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Sintese da 2-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-1,3-diona (5a)

5

-

N A 2
8 o N N 3"
2N— 2
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° o (Sa)

Caracteristica: solido branco, obtido com 75% de rendimento (0,258 g, 0,810
mmol) a partir de 0,158 g (1,19 mmol) de benzilazida (4a), 0,0850 g (0,432
mmol) de ascorbato de sédio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,054 g
(0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,39 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 176,2-176,6 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3467, 3118, 3077, 3043, 2950, 1770, 1701, 1494, 1429,
1397, 1319, 1213, 1168, 1097, 1051, 934, 848, 766, 715, 701, 580, 528. O

espectro € apresentado na Figura 54, pg. 227.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 4,95 (s, 2H, H-1’); 5,47 (s, 2H, H-4’); 7,23-7,26
(m, 2H, H-3"/H-5"); 7,32-7,36 (m, 3H, H-2"/H-6", H-4"); 7,52 (s, 1H, H-3’);
7,68-7,73 e 7,79-7,84 (m, 4H, H-5/H-8, H-6/H-7). O espectro é apresentado na
Figura 55, pg. 228.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) & 32,9 (C-1'); 54,2 (C-4’); 122,7 (C-3’) 123,4 (C-
5/C-8); 128,1 (C-2”/C-6"); 128,7 (C-4"); 129,1 (C-3”/C-5"); 131,9 (C-4/C-9);
134,0 (C-6/C-7); 134,3 (C-1"); 143,0 (C-2’); 167,6 (C=0). O espectro é
apresentado na Figura 56, pg. 229.
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Sintese da 2-((1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-1,3-
diona (5b)
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Caracteristica: sélido branco, obtido com 92% de rendimento (0,334 g, 0,993
mmol) a partir de 0,180 g (1,19 mmol) de 4-fluorobenzilazida (4b), 0,0850 g
(0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,0540
g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,34 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 143,3-144,4 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3463, 3126, 3077, 2942, 1769, 1699, 1603, 1511, 1431,
1395, 1330, 1219, 1157, 1047, 934, 840, 776, 710, 607, 527. O espectro &
apresentado na Figura 2.14, pg. 79.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 4,95 (s, 2H, H-1'); 5,44 (s, 2H, H-4’); 7,03 (tap,
2H, J = 8,5 Hz, H-3"/H-5"); 7,20-7,26 (m, 2H, H-2"/H-6"); 7,51 (s, 1H, H-3");
7,68-7,74 (m, 2H, H-6/H-7); 7,80-7,85 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é
apresentado na Figura 2.15, pg. 80.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 33,0 (C-1); 53,4 (C-4’); 116,1 (d, Jc.r = 21,8
Hz, C-3”/C-5”); 122,6 (C-3’) 123,4 (C-5/C-8); 130,0 (d, Jcr = 8,25 Hz, C-2”/C-
6”); 130,3 (d, Jc-r = 3,00 Hz, C-17); 131,9 (C-4/C-9); 134,1 (C-6/C-7); 143,2 (C-
2’); 162,8 (d, Jor =246 Hz, C-4”); 167,6 (C=0). O espectro é apresentado na
Figura 2.16, pg. 81.

65



Sintese da 2-((1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-1,3-

diona (5¢)
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Caracteristica: solido branco, obtido com 85% de rendimento (0,324 g, 0,918
mmol) a partir de 0,199 g (1,19 mmol) de 4-clorobenzilazida (4c), 0,0850 g
(0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,0540
g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,37 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 181,0-182,0 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3467, 3118, 3077, 2977, 1769, 1708, 1594, 1492, 1435,
1394, 1326, 1221, 1103, 1056, 1016, 944, 849, 776, 709, 607, 529. O espectro
€ apresentado na Figura 57, pg. 230.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl) & 4,96 (s, 2H, H-1'); 5,44 (s, 2H, H-4); 7,18 (d, J
= 8,10 Hz, 2H, H-2"/H-6"); 7,32 (d, J = 8,10 Hz, 2H, H-3"/H-5"); 7,51 (s, 1H,
H-3’); 7,69-7,74 (m, 2H, H-6/H-7); 7,81-7,86 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro &
apresentado na Figura 58, pg. 231.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 32,9 (C-1’); 53,4 (C-4’); 122,6 (C-3); 123,5 (C-
5/C-8); 129,3 (C-3"/C-5"); 129,4 (C-2"/C-6"); 131,9 (C-4”); 132,9 (C-4/C-9);
134,1 (C-6/C-7); 134,7 (C-1"); 143,3 (C-2’); 167,6 (C=0). O espectro é
apresentado na Figura 59, pg. 232.
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Sintese da 2-((1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-1,3-
diona (5d)
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Caracteristica: solido branco, obtido com 80% de rendimento (0,343 g, 0,863
mmol) a partir de 0,252 g (1,19 mmol) de 4-bromobenzilazida (4d), 0,0850 g
(0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,0540
g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,43 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 179,0-179,8 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3473, 3118, 3070, 2981, 1769, 1704, 1487, 1435, 1394,
1330, 1222, 1168, 1103, 1011, 944, 849, 774, 753, 709, 617, 529. O espectro é
apresentado na Figura 60, pg. 233.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 4,96 (s, 2H, H-1); 5,42 (s, 2H, H-4’); 7,12 (d,
2H, J = 8,10 Hz, H-2"/H-6"); 7,47 (d, 2H, J = 8,40 Hz, H-3"/H-5"); 7,52 (s, 1H,
H-3’); 7,69-7,73 (m, 2H, H-6/H-7); 7,80-7,85 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro &
apresentado na Figura 61, pg. 234.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 32,9 (C-1’); 53,4 (C-4’); 122,7 (C-3); 122,9 (C-
4”); 123,4 (C-5/C-8); 129,7 (C-3"/C-57); 131,9 (C-4/C-9’); 132,2 (C-2"/C-6");
133,4 (C-17); 1341 (C-6/C-7); 143,3 (C-2’); 167,6 (C=0). O espectro é
apresentado na Figura 62, pg. 235.
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Sintese da 2-((1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-1,3-

diona (5e)
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Caracteristica: solido branco, obtido com 65% de rendimento (0,312 g, 0,702
mmol) a partir de 0,308 g (1,19 mmol) de 4-iodobenzilazida (4e), 0,0085 g
(0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,0054
g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,48 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 192,5-193,0 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3473, 3118, 3077, 2985, 1770, 1711, 1481, 1435, 1395,
1326, 1222, 1102, 1056, 1006, 944, 844, 774, 751, 709, 607, 530. O espectro é
apresentado na Figura 63, pg. 236.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 4,96 (s, 2H, H-1); 5,41 (s, 2H, H-4’); 6,99 (d,
2H, J = 8,10 Hz, H-2"/H-6"); 7,51 (s, 1H, H-3’); 7,68 (d, 2H, J = 8,40 Hz, H-
3”/H-57); 7,68-7,73 (m, 2H, H-6/H-7); 7,80-7,85 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é
apresentado na Figura 64, pg. 237.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) & 33,0 (C-1’); 53,5 (C-4’); 94,5 (C-4”); 122,7 (C-
3’); 123,4 (C-5/C-8); 129,8 (C-3”/C’-5”); 131,9 (C-2”/C’-6”); 134,0 (C-1"); 134,1
(C-4/C-9); 138,2 (C-6/C-7); 143,3 (C-2’); 167,6 (C=0). O espectro €
apresentado na Figura 65, pg. 238.
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Sintese da  2-((1-(4-(trifluorometil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)iso
indolina-1,3-diona (5f)

N, A o 2
. O N° N 3"
>
2N .. CF3
6 3 1
4
5 o) (5f)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 74% de rendimento (0,309 g, 0,800
mmol) a partir de 0,239 g (1,19 mmol) de 4-(trifluorometil)benzilazida (4f),
0,0850 g (0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1
e 0,054 g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0

CCD: R¢= 0,37 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 214,2-214,5 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3467, 3120, 3077, 2979, 1769, 1707, 1616, 1467, 1436,
1395, 1370, 1322, 1223, 1168, 1105, 1066, 1020, 943, 860, 781, 750, 709, 529.
O espectro é apresentado na Figura 66, pg. 239.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) &: 4,82 (s, 2H, H-1’); 5,66 (s, 2H, H-4’); 7,46
(d, 2H, J = 8,30 Hz, H-2"/H-6"); 7,72 (d, 2H, J = 8,30 Hz, H-3"/H-5"); 7,81-7,90
(m, 4H, H-5/H-8, H-6/H-7), 8,19 (s, 1H, H-3’); O espectro é apresentado na
Figura 67, pg. 240.

RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg) &: 33,3 (C-1); 52,5 (C-4’); 123,6 (C-5/C-8);
1241 (C-3’); 124,5 (Jcr = 270,4 Hz, CF3); 126,1 (Jcr = 3,7 Hz, C-3"/C-5");
129,1 (Jcr = 31,6 Hz, C-4"); 129,1 (C-27/C’-6"); 132,0 (C-4/C-9); 135,0 (C-6/C-
7); 141,0 (C-1”); 143,1 (C-2’); 167,8 (C=0). O espectro & apresentado na
Figura 68, pg. 241.
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Sintese da 2-((1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)iso
indolina-1,3-diona (59)

No % g 2
8 o N’ N/\©\3..
7 ARG 1ﬁ. . &
5 3 6
2N = ocF,

6 f 3 T
> o} (59)

Caracteristica: solido branco, obtido com 78% de rendimento (0,339 g, 0,843
mmol) a partir de 0,258 g (1,19 mmol) de 4-(trifluorometoxi)benzilazida (49),
0,085 g (0,432 mmol) de ascorbato de sédio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1
e 0,0540 g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,38 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 175,7-176,4 °C.

IV (ATR) Vrmax (cm™): 3473, 3118, 3074, 2977, 1770, 1709, 1594, 1510, 1437,
1395, 1264, 1216, 1151, 1102, 1056, 939, 854, 769, 709, 672, 608, 529. O

espectro € apresentado na Figura 69, pg. 242.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 4,96 (s, 2H, H-1’); 5,48 (s, 2H, H-4’); 7,19 (d,
2H, J = 8,50 Hz, H-2"/H-6"); 7,28 (d, 2H, J = 8,50 Hz, H-3"/H-5"); 7,55 (s, 1H,
H-3’); 7,68-7,73 (m, 2H, H-6/H-7); 7,79-7,85 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro &
apresentado na Figura 70, pg. 243.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 32,9 (C-1’); 53,2 (C-4’); 120,3 (Jc.r = 256,4 Hz;
OCF3); 121,5 (C-3”/C-5"); 122,7 (C-3); 123,4 (C-5/C-8); 129,5 (C-2"/C-6");
131,9 (C-4/C-9); 133,1 (C-1"); 134,1 (C-6/C-7); 143,3 (C-2); 149,3 (C-4");
167,6 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 71, pg. 244.
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Sintese da 2-((1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-1,3-
diona (5h)

N 2
8 O N N 1 3
2
6 3 1 5
4
5 o) (5h)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 72% de rendimento (0,239 g, 0,719
mmol) a partir de 0,175 g (1,19 mmol) de 4-metilbenzilazida (4h), 0,0850 g
(0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,0540
g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,46 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 170,6-170,9 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3477, 3118, 3077, 3016, 2942, 1769, 1709, 1612, 1511,
1434, 1394, 1329, 1216, 1169, 1100, 1054, 940, 844, 774, 758, 710, 527. O

espectro € apresentado na Figura 72, pg. 245.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 2,32 (s, 3H, CHs); 4,94 (s, 2H, H-1"); 5,42 (s,
2H, H-4’); 7,14 (s, 4H, H-2"/H-6", H-3"/H-5"); 7,48 (s, 1H, H-3’); 7,68-7,73 (m,
2H, H-6/H-7); 7,79-7,85 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é apresentado na Figura
73, pg. 246.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 21,1 (CHs); 33,0 (C-1'); 53,9 (C-4); 122,5 (C-
3’); 123,4 (C-5/C-8); 128,1 (C-2”/C-6"); 129,7 (C-3”/C-5"); 131,3 (C-17); 132,0
(C-4/C-9); 134,0 (C-6/C-7); 138,6 (C-4"); 143,0 (C-2°); 167,6 (C=0). O espectro
€ apresentado na Figura 74, pg. 247.
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Sintese da 2-((1-(4-isopropilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-
1,3-diona (5i)

5 o) (5i)

Caracteristica: solido branco, obtido com 66% de rendimento (0,238 g, 0,660
mmol) a partir de 0,208 g (1,19 mmol) de 4-isopropilbenzilazida (4i), 0,0850 g
(0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,0540
g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,50 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 149,2-149,4 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3467, 3135, 2957, 2871, 1770, 1701, 1612, 1511, 1465,
1423, 1394, 1218, 1123, 1096, 1048, 935, 847, 818, 780, 753, 709, 696, 573. O

espectro € apresentado na Figura 75, pg. 248.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,22 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CHs); 2,89 (sept., 1H,
J = 6,9 Hz, C-H); 4,95 (s, 2H, H-1"); 5,43 (s, 2H, H-4"); 7,15-7,22 (m, 4H, H-
2”/H-6”, H-3"/H-5"); 7,50 (s, 1H, H-3"); 7,68-7,72 (m, 2H, H-6/H-7); 7,79-7,84
(m, 2H, H-5/H-8). O espectro é apresentado na Figura 76, pg. 249.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 23,8 (CH3); 33,0 (C-1’); 53,9 (C-4’); 122,6 (C-
3’); 123,4 (C-5/C-8); 127,2 (C-3”/C-5"); 128,2 (C-2”/C-6"); 131,7 (C-1"); 132,0
(C-4/C-9); 134,0 (C-6/C-7); 143,0 (C-2’); 149,5 (C-4"); 167,6 (C=0). O espectro
€ apresentado na Figura 77, pg. 250.
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Sintese da 2-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-1,3-

diona (5j)

No A g 2
8 O N° N 3"
; o /4 ﬁ § o
> 3 6
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4
° o} (55)

Caracteristica: solido branco, obtido com 77% de rendimento (0,268 g, 0,769
mmol) a partir de 0,194 g (1,19 mmol) de 4-metoxibenzilazida (4j), 0,0850 g
(0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,0540
g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,30 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 148,5-149,7 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3463, 3118, 3077, 3008, 2942, 2850, 1769, 1707, 1613,
1516, 1465, 1433, 1395, 1248, 1215, 1180, 1099, 1026, 935, 840, 776, 740,
711, 668, 529. O espectro € apresentado na Figura 78, pg. 251.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 3,77 (s, 3H, OCHs); 4,93 (s, 2H, H-1°); 5,39 (s,
2H, H-4"); 6,86 (d, 2H, J = 8,70 Hz, H-3"/H-5"); 7,20 (d, 2H, J = 8,40 Hz, H-
2”’/H-6"); 7,46 (s, 1H, H-3’); 7,67-7,71 (m, 2H, H-6/H-7); 7,79-7,83 (m, 2H, H-
5/H-8). O espectro é apresentado na Figura 79, pg. 252.

RMN de C (75 MHz, CDCls) & 33,0 (C-1’); 53,7 (C-4’); 55,3 (OCHs); 114,4 (C-
37/C-5"); 122,4 (C-3); 123,4 (C-5/C-8); 126,3 (C-17); 129,7 (C-2"/C-6"); 131,9
(C-4/C-9); 134,0 (C-6/C-7); 143,0 (C-2’); 159,8 (C-4"); 167,6 (C=0). O espectro
€ apresentado na Figura 80, pg. 253.
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Sintese da 2-((1-(2,5-dimetoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)isoindolina-
1,3-diona (5k)

(Sk)

Caracteristica: solido branco, obtido com 90% de rendimento (0,341 g, 0,901
mmol) a partir de 0,230 g (1,19 mmol) de 2,5-dimetoxibenzilazida (4k), 0,0850 g
(0,432 mmol) de ascorbato de sddio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e 0,0540
g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,40 (hexano-acetato de etila 1:1: v/v).
Faixa de fusdo: 131,4-131,6 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3455, 3143, 3002, 2960, 2836, 1766, 1704, 1612, 1497,
1429, 1394, 1282, 1221, 1095, 1055, 936, 752, 714, 670, 526. O espectro &
apresentado na Figura 81, pg. 254.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,69 (s, 3H, OCHs); 3,80 (s, 3H, OCHs); 4,94
(s, 2H, H-1’); 5,44 (s, 2H, H-4’); 7,58 (s, 1H, H-3’); 7,67-7,71 (m, 2H, H-6/H-7);
7,79-7,83 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro € apresentado na Figura 82, pg. 255.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 33,0 (C-1'); 49,0 (C-4’); 55,7 (OCHa); 55,9
(OCHs); 111,7 (C-47); 114,9 (C-3”); 115,9 (C-67); 123,3 (C-3’); 123,3 (C-5/C-8);
123,5 (C-17); 132,0 (C-4/C-9); 134,0 (C-6/C-7); 142,6 (C-2’); 151,2 (C-2”);
153,5 (C-5"); 167,6 (C=0). O espectro € apresentado na Figura 83, pg. 256.
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Sintese da 2-((1-(3,4,5-trimetoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)

isoindolina-1,3-diona (5l)

4 oom
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Caracteristica: sélido branco, obtido com 82% de rendimento (0,362 g, 0,886
mmol) a partir de 0,265 g (1,19 mmol) de 3,4,5-trimetoxibenzilazida (41), 0,0850
g (0,432 mmol) de ascorbato de sodio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1 e
0,0540 g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,23 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 120,9-121,3 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3459, 3129, 2946, 2840, 1769, 1703, 1591, 1509, 1461,
1425, 1395, 1329, 1245, 1124, 1050, 998, 941, 776, 736, 711, 527. O espectro
€ apresentado na Figura 84, pg. 257.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,78 e 3,80 (s*, 9H, OCHa); 4,95 (s, 2H, H-1");
5,38 (s, 1H, H-4’); 6,44 (s, 2H, H-2"/H-6"); 7,54 (s, 1H, H-3"); 7,67-7,71 (m, 2H,
H-6/H-7); 7,80-7,83 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é apresentado na Figura 85,
pg. 258.

s* = singletos sobrepostos

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 33,0 (C-1'); 54,3 (C-4’); 56,1 (OCHa); 60,8
(OCHs); 105,1 (C-2”/C-6”); 122,6 (C-3’); 123,4 (C-5/C-8); 129,9 (C-1"); 131,9
(C-4/C-9); 134,1 (C-6/C-7); 138,1 (C-4"); 143,1 (C-2’); 153,6 (C-3”/C-5"); 167,6
(C=0). O espectro é apresentado na Figura 86, pg. 259.
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Sintese da 4-(4-((1,3-dioxoisodolin-2-il)-metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)benzeno

sulfonamida (5m)

O 3 on 3"
1 X 2 . 4
NN @SOZNHz
7 Ty N e
6 s (5m)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 40% de rendimento (0,166 g, 0,433
mmol) a partir de 0,235 g (1,19 mmol) de 4-azidobenzenosulfonamida (4m),
0,0850 g (0,432 mmol) de ascorbato de sédio, 0,200 g (1,08 mmol) do alquino 1
e 0,0540 g (0,216 mmol) de CuSO4-5H,0 .

CCD: R¢= 0,70 (diclorometano-acetato de etila 1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 148,5-149,7 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3473, 3363, 3251, 3156, 3095, 2954, 1770, 1715, 1593,
1504, 1425, 1391, 1335, 1239, 1156, 1050, 945, 895, 846, 764, 710, 604, 556.
O espectro é apresentado na Figura 87, pg. 260.

RMN de 'H (300 MHz, CDCI;) &: 4,91 (s, 2H, H-1); 7,48 (s, 2H, SO,NH,); 7,96
(d, 2H, J = 8,50 Hz, H-2”/H-6"); 7,81-7,91 (m, 4H, H-5/H-8; H-6/H-7); 8,06 (d,
2H, J = 8,50 Hz, H-3”/H-5"); 8,86 (s, 1H, H-3’). O espectro é apresentado na
Figura 88, pg. 261.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 33,3 (C-1’); 120,6 (C-2/C-6"); 121,9 (C-3);
123,6 (C-5/C-8); 127,8 (C-3”/C-5"); 132,0 (C-4/C-9); 134,9 (C-6/C-7); 138,9 (C-
2’); 1441 (C-17); 144,5 (C-4”); 167,7 (C=0). O espectro € apresentado na
Figura 89, pg. 262.

Devido a similaridade estrutural dos compostos 5a-m, nao sera feita uma
discusséo detalhada da caracterizagdo de cada um destes compostos. A seguir

sera descrita a caracterizagao do composto 5b.
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No espectro no infravermelho do composto 5b (Figura 2.14, pg. 79),
foram observadas bandas referentes aos estiramentos e as deformacdes de
ligagdes, as quais condizem com a estrutura quimica esperada. As principais

bandas bem como suas atribuigcdes s&o apresentadas na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Atribuigcbes de algumas das bandas observadas no espectro no

infravermelho de 5b.

Estrutura do Composto Banda (cm™) Atribuicao
3463 Harménica da banda em 1699 cm™
3126; 3077 v C-Hgrom.
2942 v C-His.
1769; 1699 v C=0
1603 v N=N
1511; 1431 v C=C,om.
1395 v C-N-C
1219 v C-F
> < 934 y C-H
@ © 776 y C-H
~ o 710 y=C-H
527 o C-F

v = estiramento; & = deformagao no plano; y = deformacgao fora do plano

No espectro de RMN de 'H do composto 5b (Figura 2.15, pg. 80) o sinal
com deslocamento quimico mais baixo (&4 4,95) corresponde aos hidrogénios
alifaticos H-1’. Em &y 5,44, observa-se um sinal referente aos hidrogénios H-4’
também alifaticos. A maior desblindagem dos hidrogénios H-4’ quando
comparados aos H-1’, se deve ao fato dos primeiros se encontrarem entre um
grupo triazélico e um anel aromatico contendo fluor, o qual € um grupo retirador
de densidade eletrénica. Um tripleto aparente com constante de acoplamento
de 8,5 Hz em &4 7,03 pbde ser atribuido aos hidrogénios equivalentes H-3" e
H-5". Finalmente, os multipletos em &y 7,20-7,24, 7,68-7,74 e 7,80-7,85 sao
relativos, aos atomos H-2"/H-6", H-6/H-7 e H-5/H-8, cada um integrado para
dois hidrogénios. O sinal para o atomo de hidrogénio do anel triazdlico é

observado no espectro em &4 7,51.
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Com respeito ao espectro de RMN de '*C, os sinais observados em &
162,8 (d, Jcr = 246 Hz, C-4"); 130,3 (d, Joc-r = 3,00 Hz, C-17); 130,0 (d, Jc-r =
8,25 Hz, C-2"/C-6"); 116,1 (d, Jc.r = 21,8 Hz, C-3”/C-5") no espectro de RMN
de *C da substancia 5b (Figura 2.16, pg. 81) apresentaram-se como dupletos
devido ao acoplamento desses carbonos com o atomo de fluor. As constantes
de acoplamento (J) estdo em acordo com valores tipicos descritos na literatura
e apresentados na Figura 2.17 (FRESENIUS et al., 1989).

F J
a (a) 2451 Hz
b (b)) 21,0Hz
¢ (o) 7,8 Hz
q (d) 3,2Hz

Figura 2.17 - Valores descritos de constantes de acoplamento 'F-"3C para o
fluorobenzeno (FRESENIUS et al., 1989).

Ainda no espectro de RMN de ">C observam-se sinais para os carbonos
alifaticos C-1" e C-4" em & 33,0 e 53,4, respectivamente. Os carbonos
aromaticos da porgao ftalimidica C-5/C-8, C-4/C-9 e C-6/C-7 sao observados,
respectivamente, em &c 123,4, 131,9 e 134,1. Os sinais &c em 122,6 e 143,2
correspondem aos carbonos triazolicos C-3° e C-2’, respectivamente.
Finalmente, o sinal mais desblindado aparecendo em & 167,6, corresponde

aos carbonos carbonilicos C-1 e C-3.
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Investigagcbes conduzidas em nosso grupo de pesquisa com derivados
triazolicos do eugenol (GAZOLLA et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2018),
apresentando a estrutura geral mostrada a seguir, revelaram que a atividade
bioldgica dos derivados triazdlicos ¢é influenciada tanto pelos grupos benzilicos
bem como pelo espagador entre a porgao derivada do eugenol (em roxo) e o

nucleo 1,2,3-triazolico ligado a um grupo benzila (em vermelho), Figura 2. 18.

N
O/Hn\E \‘N
H4CO N

\
Ar

n=1oun=3
Ar = diferentes grupos benzila

Figura 2.18 - Estrutura geral de derivados triazélicos do eugenol.

Assim, buscando avaliar a influencia do tamanho da cadeia (espagador)
conectando a porgao ftalimida e a porcao triazélica, novos derivados 7a-7Tm
foram preparados empregando-se como material de composto 6 (Figura 2.19),

o qual foi adquirido comercialmente.

O
Cr
(6)

Figura 2.19 - Estrutura quimica do alquino 6.

A sintese dos derivados 7a-Tm foi realizada empregando-se
procedimento similar aquele descrito para a sintese dos derivados 5a-5m. A
seqguir serdo apresentados os dados fisicos e espectroscépicos dos triazdis 7a-

7m sintetizados.
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Sintese da 2-(3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-1,3-diona
(7a)

0 N 6' 2
8 NS 1"
. 9 U, N” N 3
1 —
6 2N ¢ %€ 4
5 4 3 2 3 5"
(7a)

Caracteristica: solido branco, obtido com 82% de rendimento (0,266 g, 0,768
mmol) a partir de 0,137 g (1,03 mmol) de benzilazida (4a), 0,00740 g (0,375
mmol) de ascorbato de sédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e 0,00470 g
(0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,24 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 104,2-104,5 °C.

IV (ATR) Vimax (cm'1): 3459, 3118, 3064, 2937, 2863, 1770, 1697, 1547, 1436,
1397, 1367, 1099, 1020, 874, 716, 529. O espectro é apresentado na Figura
90, pg. 263.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,03 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2); 2,73 (t, 2H,
J=73Hz, H-3); 3,71 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-1"); 5,46 (s, 2H, H-6"); 7,22-7,24
(m, 2H, H-3”/H-5"); 7,32-7,35 (m, 4H, H-5', H-2"/H-6", H-4"); 7,67-7,71 (m, 2H,
H-6/H-7); 7,79-7,82 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é apresentado na Figura 91,
pg. 264.

"Os valores das constantes de acoplamento entre H-2" e H-3" bem como entre
H-2" e H-1" sdo similares. Assim, o valor descrito acima para estes
acoplamentos corresponde a um valor médio. O valor médio para estes

acoplamentos sera apresentado para os compostos 7b-7m.

RMN de "C (75 MHz, CDCl3) &: 23,0 (C-3'); 28,1 (C-2'); 37,2 (C-1°); 53,9 (C-
6’); 121,0 (C-5’); 123,1 (C-5/C-8); 127,9 (C-2”/C-6"); 128,5 (C-4”); 129,0 (C-
3”/C-5"); 132,0 (C-4/C-9); 133,9 (C-6/C-7); 134,8 (C-17); 147,2 (C-4’); 168,3
(C=0). O espectro € apresentado na Figura 92, pg. 265.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-
1,3-diona (7b)

N & 2
8 PAN 1
7 9 Iy 1 N” N an
6 2N s 5 6 4
5 4 R s
(7b)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 92% de rendimento (0,315 g, 0,864
mmol) a partir de 0,156 g (1,03 mmol) de 4-fluorobenzilazida (4b), 0,00740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,0047 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,17 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 150,5-150,8 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3459, 3108, 3064, 2964, 2937, 1770, 1705, 1598, 1511,
1436, 1392, 1355, 1219, 1116, 1024, 840, 770, 715, 657, 530, 485. O espectro
€ apresentado na Figura 93, pg. 266.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,03 (quint., 2H, J = 7,2 Hz, H-2'); 2,73 (t, 2H,
H-3’, J = 7,2 Hz); 3,70 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-1°); 5,44 (s, 2H, H-6); 7,02 (ta, 2H,
J = 8,5 Hz, H-3"/H-5"); 7,21-7,26 (m, 2H, H-2"/H-6"); 7,33 (H-5’); 7,68-7,70 (m,
2H, H-6/H-7); 7,79-7,82 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro € apresentado na Figura
94, pg. 267.

RMN de **C (75 MHz, CDCl;) & 22,9 (C-3); 28,1 (C-2'); 37,1 (C-1’); 53,2 (C-
6’); 116,0 (d, J = 21,8 Hz, C-3”/C-5"); 120,9 (C-5); 123,1 (C-5/C-8); 129,7 (d, J
= 8,5 Hz, C-2”/C-6"); 130,7 (d, J = 3,3 Hz, C-1"); 132,0 (C-4/C-9); 133,9 (C-6/C-
7); 147,3 (C-4’); 162,7 (d, J = 246 Hz, C-4”); 168,3 (C=0). O espectro é
apresentado na Figura 95, pg. 268.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propillisoindolina-
1,3-diona (7c¢)

0] N 6' 2

8 BAN 1"

. 9 1 N” N 3
1 —
6 2N g 5 6 ¢
4 \\3 i . ClI
5 2 3 5
(Tc)

Caracteristica: solido branco, obtido com 85% de rendimento (0,300 g, 0,797
mmol) a partir de 0,173 g (1,03 mmol) de 4-clorobenzilazida (4c), 0,00740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,20 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 106,4-106,7 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3463, 3118, 3060, 2937, 2858, 1768, 1704, 1598, 1546,
1493, 1435, 1391, 1355, 1323, 1265, 1117, 1090, 1052, 1021, 892, 758, 714,
640, 526, 504, 429. O espectro é apresentado na Figura 96, pg. 269.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 2,04 (quint., 2H, J = 7,2 Hz, H-2'); 2,74 (t, 2H,
J=7,2Hz, H-3); 3,71 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-1’); 5,45 (s, 2H, H-6’); 7,18 (d, 2H, J
= 8,3 Hz; H-2"/H-6"); 7,31 (d, 2H , J = 8,3 Hz, H-3"/H-5"); 7,35 (H-5’); 7,67-7,71
(m, 2H, H-6/H-7); 7,79-7,83 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é apresentado na
Figura 97, pg. 270.

RMN de "*C (75 MHz, CDCl5) & 22,9 (C-3'); 28,0 (C-2’); 37,1 (C-1’); 53,2 (C-
6’); 121,0 (C-5); 123,1 (C-5/C-8); 129,2 (C-2”/C-6”, C-3"/C-5"); 132,0 (C-4/C-
9); 133,4 (C-4”); 133,9 (C-6/C-7); 134,5 (C-17); 147,4 (C-4’); 168,3 (C=0). O
espectro € apresentado na Figura 98, pg. 271.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-
1,3-diona (7d)

N
8 N< 1
7 & K1 . N N 3
6 2N L 5 6 &
4 \\3 . Br
s 2 3 5
(7d)

Caracteristica: solido branco, obtido com 83% de rendimento (0,331 g, 0,778
mmol) a partir de 0,219 g (1,03 mmol) de 4-bromobenzilazida (4d), 0,00740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,15 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 108,5-109,0 °C.

IV (ATR) Vimax (cm'1): 3459, 3122, 3064, 2947, 2854, 1766, 1698, 1550, 1484,
1398, 1319, 1209, 1120, 1010, 779, 713, 529, 487. O espectro é apresentado
na Figura 99, pg. 272.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 2,04 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,74 (t, 2H,
J=7,3Hz, H-3); 3,71 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-1’); 5,43 (s, 2H, H-6’); 7,11 (d, 2H, J
= 8,3 Hz, H-2"/H-6"); 7,35 (s, 1H, H-5); 7,47 (d, 2H , J = 8,3 Hz, H-3"/H-5");
7,67-7,71 (m, 2H, H-6/H-7); 7,79-7,82 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é
apresentado na Figura 100, pg. 273.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 22,9 (C-3’); 28,0 (C-2’); 37,1 (C-17), 53,2 (C-
6’); 121,0 (C-5"); 122, 7 (C-4") 123,2 (C-5/C-8); 129,5 (C-2”/C-6”, C-3"/C-5");
132,0 (C-4/C-9); 132,2 (C-1"); 133,9 (C-6/C-7); 147,4 (C-4’); 168,3 (C=0). O

espectro € apresentado na Figura 101, pg. 274.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-1,3-

diona (7e)

8 N A g 2
7 9 N1 1 N —_’ N 3
5 4 5 2 3 5
(7e)

Caracteristica: solido branco, obtido com 71% de rendimento (0,315 g, 0,667
mmol) a partir de 0,267 g (1,03 mmol) de 4-iodobenzilazida (4e), 0,00740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,13 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 120,7-121,7 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3467, 3108, 3060, 2929, 2854, 1771, 1707, 1542, 1485,
1429, 1390, 1355, 1168, 1053, 1021, 893, 844, 795, 758, 714, 527, 485, 432. O

espectro € apresentado na Figura 102, pg. 275.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,04 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,74 (t, 2H,
J=7,3Hz, H-3); 3,71 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-1"); 5,42 (s, 2H, H-6’); 6,98 (d, 2H, J
= 8,1 Hz, H-2"/H-6"); 7,35 (s, 1H, H-5"); 7,65-7,71 (m, 4H, H-6/H-7, H-3"/H-5");
7,79-7,83 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro € apresentado na Figura 103, pg. 276.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) & 22,9 (C-3'); 28,0 (C-2); 37,1 (C-1'); 53,3 (C-
6'): 94,4 (C-4”); 121,0 (C-5'); 123,1 (C-5/C-8); 129,7 (C-3"/C-5"); 132,0 (C-2"/C-
6”); 133,9 (C-4/C-9); 134,6 (C-1") 138,1 (C-6/C-7); 147,4 (C-4'); 168,4 (C=0). O

espectro € apresentado na Figura 104, pg. 277.

87



Sintese da 2-(3-(1-(4-trifluorometilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)

isoindolina-1,3-diona (7f)

N 6 2
8 AN~ 1
7 9 1 N - N 3
1 —
6 2N 4 5 6 ¢
. 4 3 > 3 5 CF3
(7)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 93% de rendimento (0,361 g, 0,871
mmol) a partir de 0,208 g (1,03 mmol) de 4-(trifluorometil)benzilazida (7h),
0,00740 g (0,375 mmol) de ascorbato de sodio, 0,200 g (0,938 mmol) do
alquino 6 e 0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,20 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 134,0-134,5 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3471, 3120, 3066, 2958, 2862, 1770, 1702, 1619, 1548,
1444, 1396, 1361, 1323, 1238, 1148, 1108, 1065, 1018, 844, 786, 715, 524. O

espectro é apresentado na Figura 105, pg. 278.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,06 (quint., 1H, H-2’, J = 7,3 Hz); 2,76 (t, 1H,
J=7,3Hz, H-3); 3,71 (t, 2H, H-1’, J =7,3 Hz); 5,55 (s, 2H, H-6’); 7,34 (d, 2H, J
= 8,00 Hz, H-2"/H-6"); 7,40 (s, 1H, H-5"); 7,61 (d, 2H, J = 8,00 Hz, H-3"/H-5");
7,69-7,71 (m, 2H, H-6/H-7); 7,80-7,83 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é
apresentado na Figura 106, pg. 279.

RMN de **C (75 MHz, CDCl;) & 22,9 (C-3); 28,1 (C-2'); 37,1 (C-1’); 53,3 (C-
6'); 123,4 (Jcr = 270,5 Hz; CF3); 121,3 (C-5); 123,2 (C-5/C-8); 126,0 (Jo.r = 3,7
Hz; C-3"/C-5”); 128,0 (C-2"/C-6"); 130,8 (Jcr = 31,6 Hz; C-4”) 132,0 (C-4/C-9);
134,0 (C-6/C-7); 138,9 (C-1"); 147,6 (C-4’); 168,4 (C=0). O espectro é
apresentado na Figura 107, pg. 280.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-trifluorometoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)

isoindolina-1,3-diona (79g)

N 6 . 2"
8 NS 1
7 9 1 N”- N 3
1 —
6 >N 4 s 6" ¢
74 S T 5 OCF3
(79)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 78% de rendimento (0,315 g, 0,732
mmol) a partir de 0,224 g (1,032 mmol) de 4-(trifluorometil)benzilazida (7i),
0,00740 g (0,375 mmol) de ascorbato de sodio, 0,200 g (0,938 mmol) do
alquino 6 e 0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,18 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 107,4-107,7 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3473, 3112, 3056, 2946, 2863, 1773, 1698, 1550, 1508,
1444, 1398, 1363, 1282, 1151, 1053, 1020, 920, 891, 791, 766, 712, 679, 605,
525, 442. O espectro é apresentado na Figura 108, pg. 281.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,05 (quint., 1H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,75 (t, 1H,
H-3’, J=7,3Hz) 3,71 (t, 2H, J=7,3 Hz, H-1’); 5,48 (s, 2H, H-6’); 7,19 (d, 2H, J
= 8,3 Hz, H-2"/H-6"); 7,27 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-3"/H-5"); 7,38 (s, 1H, H-5');
7,68-7,71 (m, 2H, H-6/H-7); 7,79-7,82 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é
apresentado na Figura 109, pg. 282.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) 6: 22,9 (C-3’); 28,0 (C-2’); 37,1 (C-1’); 53,0 (C-
6’); 120,3 (Jc-r = 256,4 Hz, OCF3); 121,1 (C-5’); 121,5 (C-27/C-6"); 123,2 (C-3’);
129,4 (C-3”/C-5"); 131,9 (C-4/C-9); 133,6 (C-1"); 133,9 (C-6/C-7); 147,4 (C-4’);
149,2 (C-4”); 168,4 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 110, pg. 283.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-1,3-
diona (7h)

N 6 2
8 NS 1
7 9 1 N e N 3
1 J—

5 2N s 5 6 &

4\ 2 3 5

5 o}
(7h)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 63% de rendimento (0,213 g, 0,591
mmol) a partir de 0,152 g (1,03 mmol) de 4-metilbenzilazida (4f), 0,00740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: Rf= 0,17 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 135,0-135,5 °C.

IV (ATR) Vimax (cm™): 3459, 3118, 3064, 2964, 2629, 2858, 1767, 1707, 1608,
1513, 1434, 1393, 1355, 1323, 1182, 1116, 1020, 891, 838, 757, 715, 528, 471.
O espectro € apresentado na Figura 111, pg. 284.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,02 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,31 (s, 3H,
CH3); 2,72 (t, 2H, J=7,3 Hz, H-3’); 3,70 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-1"); 5,41 (s, 2H, H-
6’); 7,14 (s, 4H, H-2"/H-6”, H-3”/H-5"); 7,30 (s, 1H, H-5); 7,67-7,71 (m, 2H, H-
6/H-7); 7,79-7,82 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é apresentado na Figura 112,
pg. 285.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 21,1 (CHs); 23,0 (C-3'); 28,1 (C-2'); 37,2 (C-1°);
53,7 (C-6’); 120,8 (C-5’); 123,1 (C-5/C-8); 127,9 (C-2"/C-6"); 129,6 (C-3"/C-5");
131,8 (C-17); 132,0 (C-4/C-9); 133,9 (C-6/C-7); 138,4 (C-4”); 147,2 (C-4’);
168,3 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 113, pg. 286.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-isopropilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)

isoindolina-1,3- diona (7i)

(71)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 66% de rendimento (0,240 g, 0,618
mmol) a partir de 0,181 g (1,03 mmol) de 4-isopropilbenzilazida (7g), 0,00740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,25 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 126,7-127,0 °C.

IV (ATR) Vimax (cm™): 3463, 3129, 2929, 2964, 2863, 1770, 1710, 1511, 1435,
1392, 1354, 1321, 1117, 1055, 1024, 891, 768, 717, 527. O espectro é
apresentado na Figura 114, pg. 287.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) & 1,21 (d, 6H, J = 6,9 Hz, CHs); 2,03 (quint.,
1H, J =7,0 Hz, H-2’) 2,73 (t, 1H, J = 7,0 Hz, H-3’); 2,88 (sept, 1H, C-H, J =6,9
Hz); 3,72 (t, 2H, J = 7,0 Hz, H-1’); 5,43 (s, 2H, H-6’); 7,15-7,22 (m, 4H, H-2"/H-
6”; H-3"/H-5"); 7,31 (s, 1H, H-5%); 7,67-7,71 (m, 2H, H-6/H-7); 7,80-7,82 (m, 2H,
H-5/H-8). O espectro é apresentado na Figura 115, pg. 288.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 23,0 (C-3’); 23,8 (CHs); 28,1 (C-2’); 33,9 (CH);
37,2 (C-1"); 53,7 (C-6’); 120,9 (C-5"); 123,1 (C-5/C-8); 127,0 (C-2"/C-6"); 128,0
(C-3”/C-5"); 132,0 (C-4/C-9); 132,1 (C-17); 133,9 (C-6/C-7); 147,1 (C-4’); 149,3
(C-47); 168,4 (C=0). O espectro € apresentado na Figura 116, pg. 289.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-
1,3-diona (7j)

(0] N 6' 2"
8 NS 1"
; 9 1 N”- N 3
1 _
6 2N g 5 6 ¢
. 4 3 5 3 5 OCH3
(7)

Caracteristica: solido branco, obtido com 86% de rendimento (0,304 g, 0,808
mmol) a partir de 0,168 g (1,03 mmol) de 4-metoxibenzilazida (4j), 0,00740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,18 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 90,8-91,1 °C.

IV (ATR) Vimax (cm'1): 3455, 3118, 2937, 2840, 1770, 1695, 1611, 1514, 1398,
1360, 1247, 1179, 1023, 883, 820, 716, 528. O espectro é apresentado na
Figura 117, pg. 290.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) & 2,03 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,72 (t, 2H,
J =173 Hz, H-3); 3,71 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-1"); 3,77 (s, 3H, OCHa); 5,39 (s, 2H,
H-6'); 6,86 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-2"/H-6"); 7,19 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-3"/H-5");
7,28 (s, 1H, H-5'); 7,67-7,71 (m, 2H, H-6/H-7); 7,79-7,82 (m, 2H, H-5/H-8). O

espectro é apresentado na Figura 118, pg. 291.

RMN de "*C (75 MHz, CDCl5) &: 23,0 (C-3’); 28,1 (C-2’); 37,2 (C-1’); 53,5 (C-
6’); 54,6 (OCH3); 114,3 (C-37/C-5"); 120,7 (C-5"); 123,1 (C-5/C-8); 126,9 (C-17);
129,5 (C-2"/C-6"); 132,0 (C-4/C-9); 134,0 (C-6/C-7); 147,1 (C-4’); 159,7 (C-4");
168,3 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 119, pg. 292.
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Sintese da 2-(3-(1-(2,5-dimetoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)

isoindolina-1,3-diona (7k)

Caracteristica: solido branco, obtido com 84% de rendimento (0,320 g, 0,787
mmol) a partir de 0,199 g (1,03 mmol) de 2,5-dimetoxibenzilazida (4k), 0,00740
g (0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,20 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 107,8-108,2 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3459, 3129, 2964, 2937, 2836, 1767, 1698, 1591, 1502,
1394, 1363, 1275, 1225, 1049, 1021, 893, 803, 735, 714, 526. O espectro é
apresentado na Figura 120, pg. 283.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,03 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,73 (t, 2H,
J=17,3 Hz, H-3’); 3,70 (s, 3H, OCHs); 3,72 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-1"); 3,82 (s, 3H,
OCHs); 5,44 (s, 2H, H-6); 6,72 (s, 1H, H-6"); 6,82 (s, 2H, H-3”, H-4”) 7,39 (s,
1H, H-5"), 7,67-7,70 (m, 2H, H-6/H-7); 7,79-7,83 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro é
apresentado na Figura 121, pg. 294.

RMN de **C (75 MHz, CDCl;) & 23,1 (C-3); 28,2 (C-2'); 37,3 (C-1'); 48,9 (C-
6’); 55,7 (OCHjs); 55,9 (OCHs); 111,7 (C-4”); 114,7 (C-3”); 115,8 (C-6"); 121,3
(C-5%); 123,1 (C-5/C-8); 124,0 (C-17); 132,0 (C-4/C-9); 133,9 (C-6/C-7); 146,8
(C-4’); 151,2 (C-27); 153,5 (C-5"); 168,3 (C=0). O espectro é apresentado na
Figura 122, pg. 295.
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Sintese da 2-(3-(1-(3,4,5-trimetoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)

isoindolina-1,3-diona (71)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 97% de rendimento (0,397 g, 0,910
mmol) a partir de 0,230 g (1,03 mmol) de 3,4,5-trimetoxibenzilazida (71),
0,00740 g (0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do
alquino 6 e 0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,15 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).
Faixa de fusdo: 140,5-141,0 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™"): 3450, 3143, 3008, 2981, 2950, 2850, 1763, 1698, 1593,
1506, 1460, 1394, 1360, 1237, 1121, 1047, 1005, 891, 770, 717, 639, 528. O

espectro € apresentado na Figura 123, pg. 296.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 2,04 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,73 (t, 2H,
J=7,3 Hz, H-3); 3,70 (t, 2H, J = 6,9 Hz, H-1’); 3,80 (s, 9H, OCHj3); 5,38 (s, 2H,
H-6’); 6,47 (s, 2H, H-2"/H-6"); 7,36 (s, 1H, H-5’); 7,66-7,70 (m, 2H, H-6/H-7);
7,77-7,81 (m, 2H, H-5/H-8). O espectro € apresentado na Figura 124, pg. 297.

RMN de *C (75 MHz, CDCIls) &: 23,0 (C-3'); 28,0 (C-2’); 37,1 (C-1’); 54,2 (C-
6’); 56,1 (OCHs); 60,8 (OCHs); 105,2 (C-2”/C-6”); 121,0 (C-5’); 123,1 (C-17);
130,3 (C-5/C-8); 132,0 (C-4/C-9); 133,9 (C-6/C-7); 138,0 (C-4”); 147,2 (C-4’);
153,6 (C-3”/C-5"); 168,3 (C=0). O espectro & apresentado na Figura 125, pg.
298.
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Sintese da  4-(4-(3-(1,3-dioxiisoindolin-2-il)propil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)

benzenosulfonamida (7m)

Caracteristica: solido branco, obtido com 70% de rendimento (0,270 g, 0,656
mmol) a partir de 0,205 g (1,032 mmol) de 4-sulfonilfenilazida (4k), 0,00740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,00470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,80 (acetato de etila).
Faixa de fusdo: 198,0-198,5 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3455, 3280, 3160, 3091, 2929, 2867, 1764, 1702, 1591,
1494, 1437, 1394, 1346, 1235, 1160, 1045, 1018, 886, 849, 765, 739, 606, 556.
O espectro é apresentado na Figura 126, pg. 299.

RMN de "H (300 MHz, DMSO-d;) & 2,02 (quint., 2H, J = 7,2 Hz, H-2"); 2,75 (t,
2H, J=7,5Hz, H-3’); 3,68 (t, 2H, J = 6,9 Hz, H-1"); 7,52 (s, 2H, SO2NH); 7,76-
7,84 (m, 4H, H-5/H-8, H-6/H-7); 7,96-8,04 (m, 2H, H-2"/H-6", H-3"/H-5"); 8,63
(s, 1H, H-5). O espectro é apresentado na Figura 127, pg. 300.

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) &: 23,0 (C-3); 27,7 (C-2’); 37,5 (C-1’); 120,3
(C-2”/C-6"); 120,9 (C-5'); 123,3 (C-5/C-8); 127,9 (C-3"/C-5"); 131,9 (C-4/C-9);
134,7 (C-6/C-7); 139,1 (C-1"); 143,9 (C-4”); 148,0 (C-4’); 168,44 (C=0). O

espectro é apresentado na Figura 128, pg. 301.

Considerando a maior disponibilidade do composto 6 durante o
desenvolvimento do trabalho, ele foi utilizado para a preparagéo dos derivados
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7n-7p e 11. Com respeito aos compostos 7n-7, os dados que suportam suas

estruturas sdo descritos a seguir.

Sintese da 2-(3-(1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]propil)isoindolina-
1,3-diona (7n)

Br
8 o N”N\N Az 3
7 o _
6 2’3\1 g % 6 4
5 4 2 3 5
(7n)

Caracteristica: sélido branco, obtido com 87% de rendimento (0,346 g, 0,814
mmol) a partir de 0,239 g (1,13 mmol) de 2-bromobenzilazida (4n), 0,0740 g
(0,375 mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e
0,0470 g (0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: R¢= 0,20 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 81,3-81,8 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3467, 3108, 3055, 2964, 2937, 2915, 1768, 1702, 1546,
1467, 1446, 1397, 1353, 1327, 1258, 1113, 1057, 1021, 889, 855, 789, 747,
714,639, 526. O espectro é apresentado na Figura 129, pg. 302.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg) &: 1,93 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,67 (t,
2H, J =7,3 Hz, H-3); 3,63 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-1"); 5,61 (s, 2H, H-6’); 7,08 (dd,
1H, J = 8,0 Hz, J = 2,0 Hz, H-6"); 7,30 (td, 1H; J = 8,0 Hz, J = 2,0 Hz, H-4");
7,39 (id, 1H, J = 8,0 Hz, J = 2,0 Hz, H-5"); 7,68 (dd, 1H; J = 8,0 Hz, J = 2,0 Hz,
H-3”); 7,82-7,87 (m, 4H, H-5/H-8, H-6/H-7); 7,89 (s, 1H, H-5). O espectro &
apresentado na Figura 130, pg. 303.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds) &: 23,0 (C-3’); 28,2 (C-2'); 37,5 (C-1"); 53,2
(C-6’); 123,0 (C-5'); 123,1 (C-27”); 123,4 (C-5/C-8): 128,7 (C-5”); 130,6 (C-4");
130,7 (C-6”); 132,1 (C-4/C-9); 133,3 (C-1"); 134,8 (C-6/C-7); 135,5 (C-3”);
146,6 (C-4’); 168,4 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 131, pg. 304.
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Sintese da 2-(3-(1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-
1,3-diona (70)

, A 1 N”N"N/G\Cf' N Br
6 23N 4 5 @ 4"
5 4 5 2 3 5"
(70)

Caracteristica: solido branco, obtido com 73% de rendimento (0,291 g, 0,684
mmol) a partir de 0,239 g (1,13 mmol) de 3-bromobenzilazida, 0,0740 g (0,375
mmol) de ascorbato de sdédio, 0,200 g (0,938 mmol) do alquino 6 e 0,0470 g
(0,188 mmol) de CuSO4-5H,0.

CCD: Rf= 0,19 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 77,5- 78,0 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3467, 3126, 3074, 2942, 2919, 1774, 1702, 1567, 1434,
1400, 1374, 1312, 1216, 1172, 1105, 1056, 1017, 878, 846, 749, 718, 691, 668,
531. O espectro é apresentado na Figura 132, pg. 305.

RMN de "H (500 MHz, DMSO-d) &: 1,93 (quint, 2H, J = 7,3 Hz, H-2); 2,65 (t,
2H, J = 7,3 Hz, H-3); 3,63 (t, 2H, J = 7,3 Hz, H-1°); 5,54 (s, 2H, H-6'); 7,26 (d,
1H, J = 7,5 Hz, H-6"): 7,33 (t, 1H, J = 7,5 Hz, H-5"); 7,51 (s,1H, H-2")*: 7,52 (d,
1H, J = 7,5 Hz, H-4")*; 7,81-7,87 (m, 4H, H-5/H-8, H-6/H-7); 7,95 (s, 1H; H-5").

*sobreposicdo com singleto atribuido a H-2".0 espectro é apresentado na
Figura 133, pg. 306.

RMN de "*C (125 MHz, DMSO-ds) &: 23,0 (C-3); 28,1 (C-2’); 37,5 (C-1’); 52,2
(C-6’); 122,2 (C-3”); 122,7 (C-5’); 123,4 (C-5/C-8); 127,3 (C-6”); 131,0 (C-57);
131,3 (C-2”); 131,4 (C-4”); 132,1 (C-4/C-9); 134,7 (C-6/C-7); 139,3 (C-1");
146,8 (C-4’); 168,4 (C=0). O espectro é apresentado na Figura 134, pg. 307.
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Sintese da 2-(3-(1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolina-1,3-
diona (7p)

(7p)

Caracteristica: solido branco, obtido com 59% de rendimento (0,181 g, 0,440
mmol) a partir de 0,178 g (0,900 mmol) de 4-bromofenilazida, 0,0590 g (0,300
mmol) de ascorbato de sodio, 0,160 g (0,750 mmol) do alquino 6 e 0,037 g
(0,150 mmol) de CuSO4-5H0.

CCD: R¢= 0,30 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Faixa de fusdo: 158,3-159,0 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3459, 3129, 2964, 2937, 2912, 1766, 1699, 1546, 1494,
1439, 1392, 1356, 1224, 1115, 1073, 1044, 1015, 989, 887, 825, 808, 713, 514,
461. O espectro é apresentado na Figura 135, pg. 308.

RMN de "H (500 MHz, DMSO-d;) & 2,03 (quint., 2H, J = 7,2 Hz, H-2’); 2,75 (t,
2H, J =7,2 Hz, H-3"); 3,69 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-1’); 7,76-7,86 (m, 8H, H-5/H-8;
H-6/H-7, H-2”/H-6", H-3”/H-5"); 8,59 (s, 1H, H-5’). O espectro é apresentado na
Figura 136, pg. 309.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds) & 23,1 (C-3’); 27,8 (C-2'); 37,5 (C-1’); 120,7
(C-4"); 121,3 (C-57); 122,1 (C-2"/C-6"); 123,4 (C-5/C-8); 132,0 (C-4/C-9); 133,1
(C-3”/C-5"); 134,8 (C-6/C-7); 136,3 (C-2”); 147,99 (C-4’); 168,4 (C=0). O
espectro € apresentado na Figura 137, pg. 310.

Para a preparacdo do composto 11 foi necessaria a obtencdo dos
compostos 8-10 (Esquema 2.16, pg. 99). Assim, o glicerol foi inicialmente
convertido no acetal 8. Subsequentemente, o composto 8 foi transformado no

sulfonato 9. A reagao de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) entre 9 e

98



azida de sodio resultou na obtencdo de 10. Por fim, procedeu-se, entdao a
realizagao da reacéao click entre o composto entre 10 e o alquino 6. Durante os
processos de extragao e purificagdo, o grupo acetal foi hidrolisado, resultando
na formacéo de 11. O propésito da sintese de 11 foi obter um composto com
grupos mais polares em sua estrutura e avaliar o impacto nas bioatividades

investigadas.

OH ol( o)(
0
Ho_A_oH  acetona CuSO45H0 o £ 0O CH3S0,Cl HaC 1O _A_ O

) I
Glicerol p-TSA, 2 dias (8) Et3N, CH,Cly. o)
temp. ambiente, 2h 9)

NaN; DMF,
refluxo, 8h

O N,,N\N/\EOH 1) alquino 6, etanol, CuSO,- 5H,0 O)(
— ascorbato de sédio, temp. ambiente
(0]

2) extragao, purificacdo
(10)

(1)
Esquema 2.16 - Sintese do derivado da ftalimida 11.
Os dados que corroboram as estruturas de 8, 9, 10 e 11 s&o descritos a seguir.
(*) 2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metanol (8)
oj(

HO\/K/O

(8)

Aspecto: Oleo incolor.
CCD: R¢= 0,90 (hexano: acetato de etila: diclorometano 3:1:3 v/v).

IV (ATR) Vmax (cm™): 3410, 2987, 2937, 2889, 1372, 1211, 1155, 1044, 839,
513. O espectro é apresentado na Figura 138, pg. 311.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,33 (s, 3H, CHs); 1,41(s, 3H, CHs); 2,44 (sl,
1H, OH); 3,52-3,59 (m, 1H, H-3,); 3,66-3,70 (m, 1H, H-3y); 3,75 (tap, 1H, J=7,5
Hz; H-14); 4,01 (tap, 1H, J = 7,2 Hz; H-1y); 4,16-4,24 (m, 1H, H-2). O espectro é
apresentado na Figura 139, pg. 312.

RMN de "3C (75 MHz, CDCls) &: 25,2 (CHs); 26,6 (CH3); 62,9 (C-1); 65,6 (C-3);
76,1 (C-2); 109,3 (C-4). O espectro € apresentado na Figura 140, pg. 313.

No espectro no infravermelho de 8 (Figura 138, pg. 311) observa-se
uma banda larga em 3410 cm” correspondente ao grupo OH. Tanto no
espectro de RMN de 'H (Figura 139, pg. 312) quanto de "*C (Figura 140, pg.
313), observaram-se dois sinais correspondentes as metilas geminais,
provenientes de acetona, a qual foi empregada na protecédo de duas hidroxilas
do glicerol. Os dados espectroscépicos confirmam a obtencao de 8 a partir do

glicerol.

(*) (2,2-dimetil-1,3-dioxalan-4-il)metilmetanossulfonato (9)

O

o 4
H.C_ Tl 0]
3C~g O%Ks/

1l 1

O

9)

Aspecto: dleo incolor.
CCD: R¢= 0,45 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

IV (ATR) 7max (cm™): 2991, 2942, 2894, 1457, 1349, 1258, 1213, 1171, 1084,
1051, 955, 822, 526, 513, 450. O espectro é apresentado na Figura 141, pg.
314.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & 1,33 (s, 3H, CHs); 1,41(s, 3H, CHas); 3,04 (s,
3H, CH3); 3,77-382 (m, 1H, H-3,); 4,04-4,10 (m, 1H, H-3p); 418-4,20 (m, 2H, H-
1); 4,31-4,39 (m, 1H, H-2). O espectro é apresentado na Figura 142, pg. 315.
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RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 25,2 (CHs); 26,6 (CHs); 37,6 (CHs); 65,7 (C-2);
69,2 (C-1); 73,5 (C-3); 110,2 (C-4). O espectro é apresentado na Figura 143,
pg. 316.

No espectro no infravermelho de 9 (Figura 141, pg. 314) n&o se observa
a presenga da banda larga correspondente ao grupo hidroxila, indicando que a
conversdo do composto 8 em 9 foi bem sucedida. Além disso, as bandas
intensas em 1349 e 1171 cm™ sdo caracteristicas de estiramentos assimétricos
e simétricos, respectivamente, do grupo SO, em sulfonatos. Tanto no espectro
de RMN de 'H (Figura 142, pg. 315) quanto no de "*C (Figura 143, pg. 316)
sdo observados sinais referentes aos trés grupos metila agora presentes na
estrutura de 9. Com relagdo ao espectro de RMN de 'H de 9, cumpre ressaltar
que devido a presenga do centro quiral em C-2, seria esperado que o0s
hidrogénios diastereotépicos H-3 e H-1 fossem observados como dupletos
duplos. De fato, isto aconteceu para um dos hidrogénios. Porém, mesmo para
este sinal ndo houve resolucdo adequado do sinal para medida dos valores das
constantes de acoplamento. Por este motivo, todos os sinais relativos a H-1, H-

2, e H-3 foram descritos como multipletos.

(+) 4-(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-dioxolano (10)

o
Nas A0

1

(10)

Aspecto: dleo incolor.
CCD: R¢= 0,90 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

IV (ATR) 7max (cm™): 2988, 2937, 2885, 2095, 1450, 1372, 1271, 1210, 1154,
1074, 1050, 972, 919, 834, 659, 556, 513. O espectro é apresentado na Figura
144, pg. 317.
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RMN de "H (300 MHz, CDCl;) & 1,35 (s, 3H, CHas); 1,45 (s, 3H, CHas); 3,28 (dd,
1H, J= 4,5 Hz e J = 12,9 Hz; H-3,); 3,39 (dd, 1H, J = 4,5 Hz e J = 12,9 Hz; H-
3); 3,73-3,78 (m, 1H, H-1,); 4,01-4,07 (m, 1H, H-1y) 4,21-4,29 (m, 1H, H-2). O

espectro € apresentado na Figura 145, pg. 318.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 25,2 (CHs); 26,5 (CHs); 52,7 (C-1); 66,5 (C-3);
74,5 (C-2); 109,9 (C-4). O espectro € apresentado na Figura 146, pg. 319.

Um aspecto marcante no espectro no infravermelho de 10 (Figura 144,
pg. 317) é a banda intensa em 2095, caracteristica do grupo azida e
proveniente de estiramento do grupo —N=N=N. Nos espectros de RMN de 'H
(Figura 145, pg. 318) e de "*C (Figura 146, pg. 319) sdo observados sinais
referentes a apenas dois grupos metilas, confirmando a conversédo de 9 em 10
por meio da substituicdo do grupo metanossulfonato pelo ion azida via reagao

de substituicao nucleofilica bimolecular.

(¥ 2-(3-(1-(2,3-diidroxipropil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propil)isoindolona-1,3-
diona (11)

4\ 2 3
(11)

Caracteristica: solido branco, obtido com 50% de rendimento (0,155 g, 0,469
mmol) a partir de 0,162 g (1,032 mmol) de 4-(azidometil)-2,2-dimetil-1,3-
dioxolano (10), 0,00740 g (0,375 mmol) de ascorbato de sédio, 0,200 g (0,938
mmol) do alquino 6 e 0,00470 g (0,188 mmol) de CuS04.5H,0.

Observacgao: durante o processo de extragao/purificagcao ocorreu a hidrolise do

cetal, resultando no composto triazdlico diidroxilado.
CCD: R¢= 0,13 (acetato de etila).
Faixa de fusdo: 136,9-137,4 °C.
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IV (ATR) Vmax (cm™): 3459, 3280, 3170, 2929, 2863, 1765, 1710, 1550, 1437,
1395, 1360, 1221, 1085, 1045, 1019, 927, 882, 707, 528. O espectro é
apresentado na Figura 147, pg. 320.

RMN de 'H (300 MHz, CDsOD) & 2,04 (quint., 2H, J = 7,3 Hz, H-2'); 2,74 (t,
2H, J = 7,3 Hz; H-3’); 3,50-3,51 (m, 2H, H-17); 3,72 (t, 2H, J = 7,3 Hz; H-1"),
3,96 (s, 1H, H-2"); 4,29 (dd, 1H, J = 13,8 Hz e J = 7,8 Hz; H-3,); 4,47-4,54 (m,
1H, H-3p)*; 7,79-7,81 (m, 5H, H-5/H-8, H-6/H-7, H-5). O espectro é
apresentado na Figura 148, pg. 321. * = ndo houve desdobramento total em

dupleto duplo, logo nao foi possivel calcular as constantes de acoplamento.

RMN de *C (75 MHz, CD;0D) &: 22,3 (C-3’); 27,7 (C-2); 36,8 (C-1'); 52,6 (C-
1”); 63,1 (C-3”); 70,5 (C-2”); 122,6 (C-5/C-8); 123,2 (C-5); 131,9 (C-4/C-9);
133,9 (C-6/C-7); 146,3 (C-4’); 168,3 (C=0). O espectro € apresentado na
Figura 149, pg. 322.

No espectro no infravermelho de 11 (Figura 147, pg. 320) observa-se
uma banda alargada entre aproximadamente 3500 e 3100 cm™, indicando a
presenca do grupo hidroxila na estrutura de 11. Observam-se ainda as bandas
em 1765 e 1710 cm™ correspondentes aos grupos carbonila. J& nos espectros
de 'H (Figura 148, pg. 321) e *C (Figura 149, pg. 322) ndo s3o mais
observados sinais correspondentes as metilas geminais. Os demais sinais

observados nestes espectros corroboram a estrutura de 11.

Ainda com o propodsito de obtengdo de compostos contendo grupos
polares (como o grupo hidroxila), realizou-se a reagdo da ftalimida com a
epicloridrina, resultando na obtengédo do derivado (12). Este, por sua vez, foi
convertido na azida (13) via abertura de anel do epdxido com azida de sédio
(Esquema 2.17, pg. 104).
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OHO  Nj

O O e}
CI/\? ﬁ NaN; NH,CI j—/
NH N N
KoCOj, refluxo, 24 h MeOH/H,0 (4:1 viv)
(0] (0] e}
(12)

60 °C, 5h
(13)

Ftalimida

Esquema 2.17 - Sintese dos derivados da ftalimida 12 e 13.

Os dados espectroscopicos para 12 e 13 estdo descritos a seguir e os
espectros encontram-se apresentados nas Figuras 150-155 (pgs. 323-328). Os
dados espectroscopicos confirmam as estruturas dos compostos sintetizados e

nao se fara uma discussao mais detalhada de suas caracterizag¢des.

Sintese da (%) 2-(oxiran-2-ilmetil)isoindolina-1,3-diona (12)

(12)

A um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados isoindolina-
1,3-diona (ftalimida) (3,00 g; 20,4 mmol), (x) epicloridrina (32,0 mL; 40,8 mmol)
e carbonato de potassio (9,87 g; 71,4 mmol). A mistura de reagao foi mantida
sob agitagdo magnética e refluxo por 24 horas. O progresso da reagao foi
monitorado por CCD. A mistura reacional foi levada ao rotaevaporador para a
retirada do excesso de epicloridrina. Em seguida, adicionaram-se 30 mL de
agua. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 40 mL). Os extratos
organicos foram combinados e a fase organica resultante foi lavada com
solucdo saturada de NaCl, seca com Na,SO, anidro e concentrada sob
pressdo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel eluida com hexano-acetato de etila (1:1 v/iv). A (£) 2-(oxiran-2-
ilmetil)isoindolina-1,3-diona (12) foi obtida com 78 % de rendimento (3,25 g;
16,0 mmol).

Aspecto: solido branco
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CCD: R¢= 0,19 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v)
Faixa de fusdo: 99,7-100,2 °C.

IV (ATR) 7max (cm™"): 3463, 3081, 3012, 2942, 1774, 1702, 1604, 1468, 1348,
1307, 1256, 1188, 1137, 1042, 980, 959, 899, 847, 786, 721, 619, 550, 529. O

espectro € apresentado na Figura 150, pg. 323.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) &: 2,58 (dd, 1H, J=2,5Hz e J= 5,0 Hz, 1H,);
2,73-2,75 (m, 1H, 1Hy)*; 3,19-3,22 (m, 1H, H-2’); 3,77 (d, 2H, J = 1,5 Hz, H-1");
7,87-7,90 (m, 4H, H-5/H-8, H-6/H-7). O espectro é apresentado na Figura 151,

pg. 324.*= ndo houve desdobramento total em duplo dupleto.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds) & 39,5 (C-1’); 45,5 (C-3’); 49,2 (C-2'); 123,6
(C-5/C-8); 131,9 (C-4/C-9); 135,0 (C-6/C-7); 168,1 (C=0). O espectro &
apresentado na Figura 152, pg. 325.

Sintese da (*) 2-(3-azido-2-hidroxipropil)isoindolina-1,3-diona (13)

. OHO Ny
7 2 1
N—2 °
6 G
> 0
(13)

A um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados N'-butil-N"-
(prop-2-in-1-il)ftalimida (1,00 g; 4,92 mmol), azida de sddio (1,60 g; 24,6 mmol),
(0,66 g; 12,3 mmol) cloreto de aménio e 5 mL de metanol : agua (4:1 v/iv). A
mistura de reacdo foi mantida sob agitagdo por 5 horas a 60 °C e monitorada
por CCD. Terminada a reacao, adicionaram-se 30 mL de agua. A fase aquosa
foi extraida com diclorometano (5 x 30 mL), lavada com solugédo saturada de
NaCl, seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sobre pressao
reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
eluida com hexano-acetato de etila (3:1 viv). A () 2-(3-azido-2-
hidroxipropil)isoindolina-1,3-diona (13) foi obtida com 68 % de rendimento
(0,824 g; 3,35 mmol).
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Aspecto: solido branco
CCD: 0,20 (hexano-acetato de etila 3:1 v/v).
Faixa de fusdo: 63,2,3-63,7 °C.

IV (ATR) 7max (cm™): 3498, 2946, 2086, 1774, 1698, 1392, 1256, 1188, 1006,
923, 874, 793, 714, 668, 624, 577, 527. O espectro é apresentado na Figura
153, pg. 326.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) &: 3,26 (dd, 1H, J=7,0 Hz e J = 13,0 Hz, H-
1a); 3,35 (dd, 1H, H-3,)*; 3,53 (dd, 1H, J=5,0 Hz e J = 13,5 Hz, H-3}); 3,64 (dd,
1H, J=7,5Hz e J = 13,5 Hz, H-1p); 3,99 (OH); 5,51 (d, 1H, J = 5,5 Hz, H-2");
7,83-7,88 (m, 4H, H-5/H-8, H-6/H-7). O espectro é apresentado na Figura 154,

pg. 327. * = sinal sobreposto ao sinal do solvente.

RMN de "*C (125 MHz, DMSO-ds) & 41,9 (C-1’); 54,2 (C-3'); 67,6 (C-2'); 123,4
(C-5/C-8); 132,2 (C-4/C-9); 134,7 (C-6/C-7); 168,4 (C=0). O espectro &
apresentado na Figura 155, pg. 328.

O composto 13 foi convertido no derivado triazolico (15) via reagéo click

com o alcino 14, conforme mostrado no Esquema 2.18 .

N
T
OHO  Nj 0/\ OHO N

(0] CuSOy,* 5H50, t-BuOH/H,0 o)
(13) ascorbato de sédio, (15)
temp. ambiente, 12h

Esquema 2.18 - Sintese do derivado triazolico 15.

A sintese do composto 14 foi realizada via propargilagdo do alcool 4-
bromobenzilico (vide seg¢do 2.2.1.13) e os dados espectroscépicos (Figuras
156-158, pgs. 329-331) estdo em completo acordo com sua estrutura. A seguir
sao descritos os dados que suportam a estrutura de 14.
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Aspecto: 6leo amarelo claro.
CCD: R¢ = 0,59 (hexano-cloroférmio 2:1,3 v/v).

IV (ATR) Vmax (cm™): 3294, 2854, 1592, 1487, 1406, 1350, 1069, 1009, 797,
630, 566, 481. O espectro é apresentado na Figura 156, pg. 329.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: 2,47 (t, H, J = 2,4 Hz, H-3"); 4,16 (d, 2H, J =
2,4 Hz, H-1"); 4,55 (s, 2H, H-1’); 7,22 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5); 7,47 (d, 2H,
J = 8,4 Hz, H-2/H-6). O espectro é apresentado na Figura 157, pg. 330.

RMN de *C (100 MHz, CDCI;6: 57,3 (C-1”); 70,8 (C-1’); 75,0 (C-3”); 79,5 (C-
2”); 121,9 (C-1); 129,8 (C-3/C-5); 131,7 (C-2/C-6); 136,4 (C-4). O espectro é
apresentado na Figura 158, pg. 331.

A seguir sao descritos os dados que suportam a estrutura de 15.

Aspecto: sélido branco.

CCD: R¢= 0,80 (acetato de etila).
Faixa de fusdo: 149,0-150,0 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3443, 3122, 3070, 2950, 2850, 1776, 1707, 1485, 1429,
1398, 1301, 1153, 1114, 1072, 898, 837, 707, 531. O espectro € apresentado
na Figura 159, pg. 332.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d;) &: 3,60-3,69 (m, 1H, H-1'); 4,19-4,25 (m, 1H,
H-2); 4,34 (dd, 1H, H-3, J = 8,0 Hz e J = 14,0 Hz); 4,50 (s, 1H, H-7"); 4,57 (s*,
2H, H-6’; H-3y); 5,51 (d, 1H, OH); 7,30 (d, 2H, H-3”/H-5” J = 8,5 Hz); 7,54 (d,
2H, H-2"/H-6" J = 8,5 Hz); 7,83-7,89 (m, 4H, H-5/H-8; H-6/H-7); 8,09 (s, 1H, H-
4’). O espectro é apresentado na Figura 160, pg. 333.* = com sinal de H-3p

parcialmente sobreposto.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds) &: 42,1(C-1); 53,7 (C-3’); 63,4 (C-6'); 67,3
(C-2%); 70,7(C-7’); 120,9 (C-4”); 123,4 (C-4’); 125,4 (C-5/C-8); 130,1 (C-2”/C-
6”); 131,6 (C-3”/C-5”); 132,2 (C-6/C-7); 138,1 (C-1"); 143,8 (C-5); 168,4
(C=0). O espectro & apresentado na Figura 161, pg. 334.
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Com respeito ao composto 15, em seu espectro no infravermelho
(Figura 159, pg. 332), além das bandas correspondentes as carbonilas em
1776 e 1707 cm™, destaca-se a banda em 3443 cm™ relativa ao grupo
hidroxila. No espectro de RMN de 'H (Figura 160, pg. 333), o sinal
correspondente a H-4" é observado como o sinal mais desblindado (simpleto)
em oy 8,09. Os hidrogénios H-2"/H-6" (o4 7,54, J = 8,5 Hz) estdo acoplados aos
H-3"/H-5" (&4 7,30, J = 8,5 Hz) de maneira orto (0 que é confirmado pelos
valores das constantes de acoplamento) e estes sado observados como
dupletos no espectro de RMN de 'H de 15. Os hidrogénios H-1'e H-3's&o
diastereotopicos devido a presenca do centro quiral em C-2". O sinal para um
dos hidrogénios H-3" foi observado como um dupleto duplo, como esperado.
Outros sinais observados no espectro de 'H RMN estdo em acordo com a
estrutura de 15. No espectro de RMN de '®C (Figura 161, pg. 334) os sinais
observados sédo aqueles esperados para a estrutura de 15. Destacam-se os
sinais referentes ao grupo carbonila (&c 168,4) e ao carbono ligado ao grupo
hidroxila (C-2°, &c 67,3). Os dados que suportam a estrutura de 15 séo
descritos a seguir. Todos os derivados da ftalimida descritos até o momento
apresentam em sua estrutura um anel de cinco membros fundido ao anel
benzénico. Durante o desenvolvimento deste trabalho, suscitou-se a
possibilidade de obtencao de derivados triazdlicos da fitalimida via abertura do

anel de cinco membros.

GALI e co-autores (2000) descreveram a abertura do anel de ftalimidas
utilizando amina hidrazina como nucledfilo. Neste sentido, decidiu-se utilizar o
alquino 1 como material de partida, que foi submetido a reagcdo com
cicloexilamina. Esta amina foi escolhida devido a sua disponibilidade em nosso
laboratério de pesquisa. Assim, a reagao de 1 com a referida amina resultou
na formagéo da diamida 16 (Esquema 2.19, pg. 109) como um solido branco
com 81% de rendimento apds purificacdo em coluna de silica geral.

CCD: R¢= 0,43 (hexano-acetato de etila 1:1 v/v).

Faixa de fusdo: 186,5-187,0 °C.
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IV (ATR) 7max (cm™): 3260, 3060, 3126, 2923, 2852, 1620, 1547, 1440, 1337,
1298, 1223, 1147, 1081, 985, 841, 798, 669, 647, 598. O espectro &
apresentado na Figura 162, pg. 335.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d;) &: 1,10-1,84 (m, 4H, H-2"/H-6", H-3"/H-5", H-
47); 3,14 (t, 1H, J = 2,5 Hz, H-3’); 3,63-3,70 (m, 1H, H-1"); 4,00 (dd, 2H, J=2,5
Hz e J=5,3 Hz, H-1’); 7,42-7,48 (m, 4H, H-5/H-8, H-6/H-7); 8,07 (d, 1H, J= 8,0
Hz, NH); 8,67 (t, 1H, J = 5,3 Hz, NH). O espectro € apresentado na Figura 163,
pg. 336.

RMN de "*C (125 MHz, DMSO-dg) & 25,1 (C-3"/C-57); 25,7 (C-4”); 28,8 (C-1")
32,6 (C-2"/C-6"); 48,5 (C-1"); 73,5 (C-3); 81,4 (C-2’); 128,0 (C-7); 128,2 (C-4);
129,5 (C-5); 129,9 (C-6); 135,7 (C-3); 137,1 (C-8); 167,6 (C-2); 168,2 (C-1). O

espectro € apresentado na Figura 164, pg. 337.

No espectro de RMN de "H (Figura 162, pg. 335), os sinais relativos aos
atomos de hidrogénio do grupo cicloexila foram observados como multipleto em
on 1,10-1,84. Os hidrogénios dos dois grupamentos amida foram atribuidos
como se segue: 8,07 (d, 1H, J = 8,0 Hz; NH); 8,67 (t, 1H, J = 5,2 Hz; NH). No
espectro de RMN de "*C (Figuras 163 e 164, pgs. 336 e 337), sdo observados
dois sinais em oc 167,6 e oc 168,2 correspondem aos grupos carbonila

presentes na estrutura de 16.

Conforme mostrado no Esquema 2.19 a seguir, o tratamento de 16 com
a azida 4p resultou na obtengcédo de 17 com 41% de rendimento, obtendo-se
assim um derivado da ftalimida que nao possui o anel de cinco membros

fundido ao anel benzénico.

NH, . 7

1 N3 3 8
o 7 ! >
/ ° y H X2 /©/ o=+ 2=0
A Br
N s N1 CHN NH Nzy
DMF, temp. ambiente. 7 e H\@3" CuSO,- 5H,0, t-BuOH/H,0 e %Q\/,{, e
6 3

0 17h o

AN
" 4 ascorbato de sddio, s 2 " \©\3
(16) 5" temp. ambiente, 12h P (A7) o 4

Esquema 2.19 - Sintese do derivado da ftalimida 17.
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Os dados descritos a seguir corroboram a estrutura de 17.
N-((1-(4-bromofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-cicloexilftalimida (17)
CCD: R¢= 0,59 (acetato de etila).

Faixa de fusdo: 214,0 - 214,5 °C.

IV (ATR) Vmax (cm™): 3284, 3056, 2932, 2854, 1630, 1532, 1495, 1423, 1327,
1254, 1186, 1072, 1047, 987, 889, 810, 760, 596, 517, 467. O espectro &
apresentado na Figura 165, pg. 338.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) &: 1,05-1,77 (m, 10H, H-2"/H-6", H-3'/H-5’, H-
4’); 3,61-3,68 (m, 1H, H-1’); 4,53 (d, 2H, J = 5,5 Hz, H-1"); 7,45-7,53 (m, 4H, H-
4/H-7, H-5/H-6); 7,82 (d, 2H, H-2""/H-6""); 7,92 (d, 2H, H-3""/H-5""); 8,24 (d, 1H,
J = 8,0 Hz, NH); 8,87 (s, 1H, H-3”); 8,95 (t, 1H, J = 5,5 Hz, NH). O espectro é
apresentado na Figura 166, pg. 339.

RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d¢) &: 25,1 (C-3'/C-5); 25,6 (C-4’); 32,5 (C-1");
35,6 (C-2'/C-6"); 48,8 (C-1'); 121,5 (C-4™); 121,8 (C-2"’/C-6""); 121,9 (C-7);
127,9 (C-4); 128,1 (C-5); 129,6 (C-6); 129,8 (C-3"/C-5"); 133,3 (C-3"); 136,4
(C-1"); 136,4 (C-8); 137,2 (C-3); 147,4 (C-2”); 168,0 (C-2); 169,1 (C-1). O

espectro € apresentado na Figura 167, pg. 340.

Nos espectros de RMN de 'H e RMN de "*C do triazol 17 (Figuras 166 e
167; pgs. 339 e 340) observa-se a presencga dos sinais referentes a hidrogénios
e carbonos oriundos da 4-bromofenilazida (4p) apds seu acoplamento com o

alquino 16, confirmando assim a formacgao de 17.

Tendo assegurado a obtencdo de todos os compostos triazélicos

procedeu-se a avaliacdo de suas atividades biologicas.
2.4 CONCLUSAO

Neste capitulo foram apresentadas as etapas envolvidas na obtencao de
uma série de derivados da ftalimida contendo porgdes 1,2,3-triazdlicas. Ao todo

foram sintetizados 70 compostos, sendo duas “ftalimidas” e um alcool benzilico
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propargilados, um alcool “gliceridico protegido” e um alcool benzilico
trimetoxilado, 15 metanossulfonatos e cloretos benzilicos, 18 azidas organicas
e 32 compostos triazélicos. Do total dos 32 compostos triazdlicos, 25 deles sédo
inéditos e tiveram suas estruturas confirmadas por meio das espectroscopias
no infravermelho e de RMN, sendo que apenas 5a, 5b, 5c, 5d, 5h, 5j e 7a ndo
sao inéditos. As reacbes basicas envolvidas na preparacdo dos compostos
foram reacgdes de substituicdo nucleofilica bimolecular, reagdes de diazotagao
e reagdes CUAAC. De modo geral, os compostos alvo de estudo deste trabalho
foram obtidos com rendimentos sinteticamente uteis, compreendidos entre 40 e
97%.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE FUNGICIDA DOS
DERIVADOS DA FTALIMIDA CONTENDO NUCLEO
1,2,3-TRIAZOLICO

3.1 INTRODUGAO

Organismos fitopatogénicos representam uma ameaga a seguranga
alimentar e para a preservacdo de espécies de plantas em todo o mundo.
Nematdides, bactérias, virus, protozoarios, moluscos e principalmente os

fungos compdem o grupo dos fitopatdégenos.

Os fungos causam cerca de 75% de todas as patologias infecciosas de
plantas, e todas as culturas importantes estdo sujeitas a uma ou mais doengas
fungicas (WARE, 2000). Estima-se que cerca de 20% das colheitas anuais sao
perdidas devido a doencas fungicas (ALl et al., 2017), tais como podricao de

raizes, caule e frutos; manchas nas folhas e tombamento das plantas .

Praticamente todas as doengas oriundas de fungos podem ser
controladas ou reduzidas substancialmente com o uso de fungicidas (KOU e
NAQVI, 2016), os quais estritamente falando, sdo produtos quimicos usados
para matar ou impedir o desenvolvimento de fungos (CREMLYN, 1991; WARE,
2000;).

Os fungicidas sao geralmente classificados como de contato (protetor)
ou sistémicos. Os de contato agem formando uma espécie de barreira
protetora na supercie da folha, impedindo a penetracédo do fungo nos tecidos
vegetais e impossibilitando ou minimizando a probabilidade de
desenvolvimento da doenca. Ja nos sistémicos o principio ativo do fungicida &
absorvido nas raizes ou folhas, movimenta-se pelo floema por diversas
distancias possibilitando a inibigdo de proliferagdo do patégeno até mesmo em
locais distantes da aplicacao (TRIGIANO et al., 2010).
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A ftalimida tem-se apresentado como um promissor ponto de partida
para o desenvolvimento de agroquimicos mais eficientes (PAN et al., 2016),
especialmente no que tange a descoberta de novos fungicidas. Por exemplo, o
folpete (Figura 3.1) € o ingrediente ativo de formulag¢des utilizadas na protecao
de determinadas culturas de frutas e legumes, como na prevencao da
ferrugem, do mofo cinzento, dos fungos deteriorantes e de fungos que levam a
podriddo da madeira (RAFFIN et al., 2008).

FOLPETE

Figura 3.1 - Estrutura quimica do fungicida folpete.

No entanto, compostos pertencentes as classes dos organossulfurados
(como o folpete) e organofosforados tém enfrentado restricdo quanto as suas
aplicagbes. Organossulfurados e/ou organofosforados estdo associados a
efeitos indesejaveis como contaminagcdo ambiental, toxicidade em mamiferos
(inclusive em humanos) e aumento da resisténcia dos fungos, no decorrer dos
anos, a estes compostos (COSTA et al., 1987; EDDLESLTON, et al.; 2008;
ARCE et al., 2010; ELERSEK e FILIPIC, 2011; ZHANG e ZHANG, 2014;
ARJMAND et al., 2017; MOHAMMADALIKHANI et al., 2017).

Assim, PAN e colaboradores (2016) mantendo a porgéao ftalimida, porém
sem a presenga dos grupos organossulfurado e organofosforado sintetizaram
novos derivados N-substituidos. Os ensaios in vitro conduzidos com os fungos
fitopatogénicos Alternaria solani e Botryctis cinerea apontaram os compostos
18 e 19 (Figura 3.2, pg. 117) como novos promissores candidatos a fungicidas.
Ambos os compostos apresentaram uma boa taxa de inibicdo de crescimento
do halo, bem como valores de ICs, abaixo de 11 pg mL". Como controle

positivo foi utilizado o produto comercial carbendazim (ICso= 1,7 ug mL™).
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Figura 3.2 - Estrutura de duas ftalimidas N-substituidas com propriedades

antifungicas.

Outra classe importante de fungicidas é a dos triazbis tais como o
tridimefon, triadimenol, triciclazol e propiconazol (Figura 3.3) os quais atuam
inibindo a sintese de esterdides em fungos-alvo. Além destes, podem ser
citados o fluconazol e albaconazol (Figura 3.3), ambos utilizados tanto como
farmaco bem como fungicida agricola. O fluconazol, um produto farmacéutico,

foi patenteado primeiramente para uso agricola (SWANTON et al., 2011).
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Figura 3.3 - Fungicidas triazélicos.

WANG e colaboradores (2017) preparam uma série de novos derivados
1,2,3-triazdlicos e os investigaram quanto a atividade contra fungos
fitopatogénicos usando o método de inibigdo do crescimento do micélio in vitro.
O composto 20 foi o que mais se destacou, apresentando atividade fungicida

superior ou proxima a do controle carbendazim. Os valores de ECsg variaram
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de 0,18 a 2,25 ug mL™" frente aos fungos Rhizoctonia solani, Sclerotinia

sclerotiorum, Fusarium graminearum e Magnaporthe oryzae (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Valores de ECsy in vitro do composto 20 e do controle

carbendazim frente a quatro fungos fitopatogénicos.

ECso 2D P (ug mL™)
COMPOSTO

Rhizoctonia Sclerotinia Fusarium Magnaporthe

solani sclerotiorum  graminearum oryzae

N .
‘, N
N || H
cl N 0,18 + 0,01 0,35+ 0,01 0,37 £ 0,02 2,25+0,02

H
N
O
N %O 1,32+0,18 0,12 £ 0,09 0,60 = 0,05 0,29+0,10
\

carbendazim

DP = desvio padréo.

Na quimica medicinal, a combinagcdo de anel triazélico com outros
farmacoéforos (esqueletos moleculares que apresentam caracteristicas
essenciais para a atividade biologica) tem-se apresentado como uma estratégia
eficaz no desenvolvimento de novos tipos de agentes antifungicos (ZHOU et
al., 2012). Descreve-se neste capitulo os resultados obtidos com respeito a
avaliacdo da atividade fungicida dos compostos contento nucleos ftalimidico e

1,2,3-triazélico.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Generalidades

O ensaio de avaliagdo da atividade fungicida foi conduzido pela
pesquisadora Sonia Claudia do Nascimento Queiroz da Embrapa Meio
Ambiente (Jaguariuna, SP). Os fungos utilizados foram Pyricularia grisea (Py
5003, lote 08/12/2016), fornecido pela Embrapa Trigo (Passo Fundo, RS),
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Colletotrichum gloeosporioide (CMAA - 1107) e Sclerotinea sclerotiorum
(CMAA - 1149). Todos os microrganismos foram preservados pelo método
Castellani (CASTELLANI, 1939) e com glicerol (20%) em freezer a -80 °C na
colecao de trabalho do Laboratério de Microbiologia Ambiental da Embrapa
Meio Ambiente (Jaguariuna, SP) e foram mantidos por meio de repicagens
periodicas em placas de Petri contendo meio BDA (batata-dextrose-agar), e
incubados a 25 °C £ 1 °C.

Adicionalmente, foram preparadas solugbes de 5 mg mL" dos
compostos 5a-l em diclorometano e 5m em dimetilsulfoxido. A referida
concentracdo vem sendo utilizada como padrao para avaliacdo de atividade
fungicida na Embrapa Meio Ambiente e é considerada adequada para que
“falsos-positivos” nao sejam observados durante a realizagdo dos

experimentos.

3.2.2 Ensaio de disco-difusdao em agar

A atividade antifungica das substancias foi determinada pelo ensaio de
disco-difusdo em agar. Placas de Petri de 90 mm estéreis foram preenchidas
com meio de cultura BDA esterilizado em autoclave (121 °C, 1 atm, 20
minutos). Os fungos foram depositados em forma de discos de 8 mm de
didmetro (retirados da periferia das colénias) no centro da placa. Utilizando
uma pinga estéril, trés discos de papel de filtro Whatman (5 mm) estéreis foram
dispostos em cada placa, a 3 cm de distancia do centro do inéculo, e foram
injetados 10 pL das solugdes. O efeito dos solventes sobre os fungos também
foi testado nas mesmas condigdes. O controle consistiu no microrganismo
depositado na auséncia de qualquer substancia. As placas foram incubadas a
25 °C = 1°C pelo tempo necessario para que o fungo crescesse um raio de 3

cm. Os experimentos foram realizados em triplicata.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo necessario para que ocorresse 0 crescimento micelial dos
fungos Pyricularia grisea, Colletotrichum gloeosporioide e Sclerotinea
sclerotiorum foi de dez, oito, e quatro dias, respectivamente. Conforme

observado na Figura 3.4 (pg. 120), todas as espécies de fungo cresceram na
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presenca dos compostos avaliados e preencheram completamente as placas
de petri nas quais os experimentos foram realizados. Ademais, sao
apresentadas imagens de placas de petri de uma das repeticdbes dos
experimentos que foram realizados para avaliar a atividade do composto 5a
contra as trés espécies de fungos avaliadas. Imagens dos controles também

sao apresentadas

Figura 3.4 — Imagens dos resultados de uma das repetigcdes da avaliagao da
atividade fungicida do composto 5a contra Colletotrichum gloeosporioide (1),
Pyricularia grisea (ll) e Sclerotinea scleroticorum (lll). Em (IV) tem-se o
resultado da avaliagdo do efeito do solvente sobre o fungo Colletrotrichum
gloeosporioide. Em (V) tem-se o resultado do crescimento do fungo
Colletrotrichum gloeosporioide na auséncia da 5a.
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Conforme pode ser observado na Figura 3.4 (pg. 120), ndo houve
nenhum efeito inibitdério sobre o crescimento das espécies de fungos e isso foi
observado para todos os compostos avaliados. Assim, os compostos
resultantes da unido do fragmento ftalimida e de diferentes fragmentos
triazolico (na concentragdo de 5 mgL'1) nao resultou em compostos com

atividade fungicida.
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CAPITULO 4

AVALIAGCAO DA ATIVIDADE DOS DERIVADOS DA
FTALIMIDA CONTENDO NUCLEO 1,2,3-TRIAZOLICO
CONTRA MICROALGAS E CIANOBACTERIAS

4.1 -INTRODUGAO

Algas (micro e macro) e cianobactérias sdo seres fotossintetizantes
(MULO et al., 2012), presentes em todos os ambientes aquaticos (BACKER et

al., 2015), podendo se proliferarem sob condi¢des favoraveis.

A liberacdo de rejeitos domeésticos e industriais ndo tratados, intensa
luminosidade, temperatura elevada e o arraste pelas chuvas de fertilizantes
minerais (ricos, principalmente, em fésforo e nitrogénio) para o leito de lagos,
lagoas e rios (onde a agua fica mais parada, sem correnteza) aceleram a
multiplicagdo destes micro-organismos (FUNARI e TESTAI, 2008; DANTAS et
al., 2011). Uma vez em excesso, essa proliferacdo pode causar relevantes

impactos sociais e ambientais (SULCIUS et al., 2017).

A proliferagdo de cianobactérias, por exemplo, pode resultar no
surgimento de uma espuma de cor verde azulada na superficie da agua,
fendmeno este denominado de floragdo. Nesta condicdo a agua se torna
imprépria para o consumo humano e para a sobrevivéncia de espécies da
fauna aquatica, além de inviabilizar praticas pesqueiras. As cianobactérias
quando decompostas podem reduzir os niveis de oxigénio dissolvido na agua,
podendo levar a mortandade de peixes (WAAJEN et al., 2014). Elas também
liberam metabdlitos secundarios, como as cianotoxinas (Figura 4.1, pg. 124),
altamente téxicas e prejudiciais a saude humana e animal (ZANCHETT e
OLIVEIRA-FILHO, 2013). Ademais, esses metabdlitos tdxicos podem se
bioacumularem nos organismos aquaticos e serem transferidos ao longo da
cadeia alimentar (PALDAVICIENE et al., 2014).
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Figura 4.1 - Estruturas quimicas de algumas cianotoxinas.

Portanto, se torna evidente a necessidade da descoberta de
agentes que sejam eficazes no controle de algas e cianobactérias e
consequentemente contribuam para a reducao de efeitos sociais e ambientais

negativos.
4.2 - CLASSIFICAGAO DE MICROALGAS E CIANOBACTERIAS

Microalgas sao micro-organismos unicelulares, ocorrendo como células
individuais ou coloniais. O termo abrange organismos eucariotos taldfitos e
procariotos, de origens evolutivas diferentes, mas capazes de realizar
fotossintese oxigénica e possuirem clorofila a como pigmento principal
(WILLIAMS e LAURENS, 2010; SIGH e OLSEN, 2011).

De modo semelhamente, as cianobactérias sdo seres unicelulares,
procariotos fotoautotroficos oxigénicos e microscépicos. Ademais, possuem
genoma mais simples (FLORES e HERRERO, 2009).

4.3 PLANTAS DANINHAS E SEU CONTROLE

O suprimento de alimentos e energia para uma populagao humana em
rapido crescimento € um dos mais importantes desafios de sustentabilidade do
século XXI. A cada ano as terras araveis ser tornam mais escassas em virtude

da poluicdo e acdes antropogénicas (ABHILASH et al., 2016). As constantes
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alteragdes climaticas implicam na aceleragdo do surgimento de varias doengas
fitopatogénicas (ANDERSON et al., 2004). Além disso, as plantas daninhas se
tornam cada vez mais seletivas e resistentes aos herbicidas ao longo dos anos
(POWLES e YU, 2010; NORSWORTHY et al., 2012).

As plantas daninhas, de crescimento indesejavel em campos cultivados,
sao a principal causa bidtica da queda de produtividade desde os primordios da
agricultura (DELYE et al., 2013). Elas resultam em uma perda média de 34%
do rendimento de culturas em todo o mundo (OERKE, 2006). Elas

representam, portanto, uma grande ameaga para a seguranga alimentar.

O controle de plantas daninhas até o século XIX era apenas
moderadamente eficaz, sendo feito manualmente ou com auxilio de
ferramentas (OLIVEIRA JR., 2011). No entanto, desde a comercializagao dos
primeiros herbicidas no final dos anos 1940 (OERKE, 2006) até os mais
recentes langamentos, tem-se observado um ganho significativo de eficacia,
sendo os herbicidas responsaveis pela morte de ho minimo 90% das plantas
daninhas-alvo (DELYE et al., 2013). Deste modo, os herbicidas se apresentam
como uma ferramenta de grande valia para prote¢cdo de culturas em escala

global.

Os herbicidas disponiveis comercialmente estao classificados de acordo
com seus diferentes mecanismos de agao. Assim, eles podem ser classificados
em reguladores de crescimento (auxinas sintéticas), inibidores da fotossintese
(fotossistema l), inibidores da protoporfirinogénio oxidase (PPO), inibidores do
arranjo de microtubulos, inibidores da sintese de acidos graxos de cadeias
muito longas, inibidores do fotossistema | da fotossintese, inibidores de
acetolactato sintase (ALS), inibidores da enol-piruvil chiquimato fosfato sintase
(EPSP), inibidores da glutamina sintetase, inibidores da acetil CoA carboxilase,
inibidores da sintese de lipideos e inibidores da sintese de carotendides
(OLIVEIRA JR., 2011). Como exemplos podem ser citados o herbicida
“ftalimidico” flumiclorac-pentil e o herbicida triazélico amicarbazona, os quais
atuam inibindo a protoporfirina oxidase (PPO) e a fotossintese,
respectivamente (Figura 4.2, pg. 127).
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Figura 4.2 - Estrutura quimica dos herbicidas flumiclorac-pentil e

amicarbazona.

Flumiclorac-pentil, de grande uso na prote¢do de culturas de milho e
soja, foi o primeiro herbicida pertencente ao grupo das imidas ciclicas
comercializado na Europa no ano 1993. Ele foi desenvolvido pela empresa
Sumitomo e atua no controle pds-emergente de plantas daninhas tais como
Abutilon, Euphorbia, Chenopodium, Datura, Ambrosia e Xanthium (YU et al.,
2012).

O herbicida heterociclo triazolinona amicarbazona (Dinamic®) é um
inibidor de fotossintese, atuando no Fotossistema Il (FSII). Ele é indicado para
o controle de um amplo espectro de plantas daninhas, em culturas de cana-de-
agucar e milho (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005).

O sistema de transporte fotosintético de elétrons continua sendo um
sitio-alvo interessante na busca por novos herbicidas (WAKABAYASHI, 2002).

A grande maioria dos herbicidas inibidores do FSII, utilizados no Brasil,
contém heterociclos nitrogenados ou nitrogenados-sulfurados em suas
estruturas quimicas a exemplificar: bentazon, ametrina, metamitron,
amicarbazona, bromacil e tebuthiuron Figura 4.3 (pg. 128) (CARVALHO,
2013).
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Figura 4.3 - Exemplos de herbicidas (utilizados no Brasil) inibidores de FSIl e
seus respectivos grupos quimicos.

Apesar da disponibilidade no mercado de uma gama de herbicidas
inibidores de fotossintese e outros diferentes modos de agao, € primordial o
entendimento mais profundo (dos atuais) e a busca por novos agentes para o
controle quimico de plantas daninhas. Salienta-se que fatores como toxicologia
e resisténcia envolvendo os atuais herbicidas tém impulsionado novas

pesquisas.

No presente capitulo serdo descritos os resultados referentes a
colaboracédo firmada com o professor Adriano Nunes Nesi e a doutoranda
Lidiane Covell, ambos do Departamento de Biologia Vegetal da UFV. Foram
avaliados os possiveis estresses gerados por vinte e nove derivados triazolicos
da ftaliminada frente a algumas linhagens de microalgas e cianobactérias.
Destaca-se que o objetivo principal era a observacéo de possiveis alteragbes
na taxa fotossintética destes organismos na presenca de compostos organicos,
dadas as problematicas sociais e ambientais apresentadas anteriormente. As
metodologias e resultados serdo apresentados a seguir. Cumpre ressaltar que
tal investigacéo é interessante uma vez que a observancia de que compostos
atuam inibindo a fotossintese de microalgas e cianobatérias podem ser
considerados atrativos do ponto de vista de desenvolvimento de novos

herbicidas para o controle de plantas daninhas.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1. Avaliagao do efeito de toxicidade do DMSO contra Chlamydomonas
reinhardtii CC503 (microalga)

Inicialmente investigou-se a dosagem maxima de dimetilsulféxido
(DMSO) que poderia ser usada de forma a nao afetar o metabolismo da
linhagem Chlamydomonas reinhardti CC503 (microalga) sob condigdes
fotoautotréficas de crescimento: temperatura de 21 °C, fotoperiodo de 16:8 h
de luz:escuro, irradidancia meédia de 65 pmol-féton-m'z-s'1. Os experimentos
foram realizados em placa de Elisa de 96 pogos, sendo que cada tratamento
consistiu de triplicata, cada uma com volume util de 300 pL (Tabela 4.1). As
microalgas foram cultivadas em meio TAP (tris-acetato-fosfato). As placas
foram mantidas em mesa de agitacado orbital a 70 rpm. A concentracéo inicial
do inodculo foi de 1,1 x 10° células mL™. O crescimento do cultivo foi avaliado
por meio de curva de crescimento com leituras no comprimento de onda de 750

nm em espectrofotdmetro e com tempo maximo de aproximadamente 50 horas.

Tabela 4.1 - Diferentes concentragdes de DMSO utilizadas para o teste de
avaliagao de sua toxicidade contra Chlamydomonas reinhardtii CC503

Tratamentos DMSO (uL) Inéculo (pL) Meio TAP (uL)
Controle - 60 240

0,5% (v/v) DMSO 1,5 60 238,5

1% (viv) DMSO 3 60 237

2% (v/iv) DMSO 6 60 234

4% (viv) DMSO 12 60 228

5% (v/v) DMSO 15 60 225

4.4.2 Avaliagao do efeito dos compostos 1, 5a-5m, 6, 7a-7m e 11 frente ao
crescimento de Chlamydomonas reinhardtii CC503

Os compostos 1, 5a-5m, 6, 7a-7m e 11, nas concentracdes de 0,5 ymol
L™ 5 pmol L"; 10 umol L™ e 25 umol L™, tiveram seus efeitos avaliados contra
o crescimento de C. Reihardtii CC503. Os experimentos foram realizado com a
linhagem sob condigbes fotoautotréficas de crescimento: temperatura de 21 °C,
fotoperiodo de 16:8 h de luz:escuro, irradiancia média de 90 pmol féton m? s™.

Os experimentos foram realizados em placa de Elisa de 96 pogos com oito

129



repeticdes e volume util de 300 uL (concentragao final de DMSO foi de 0,293
%), mantido em mesa de agitagao orbital a 90 rpm. A concentracgdo inicial do

inoculo foi de 1.0 x 108 células mL™".

4.4.3 Avaliagao do efeito dos compostos 1, 5a-5m, 6, 7a-7m e 11 frente ao
crescimento das microalgas Scenedesmus obliquus BR003 e Chlorella
vulgaris BR017 e contra as cianobactérias Synechocystis sp. PCC6803 e

Synechococcus sp. PCC7942

Estes ensaios foram realizados empregando a mesma metodologia

descrita no tem 4.4.2.

4.4.4 Avaliacao do efeito das substancias 5h, 6 e 7g frente ao status

metabdlico e fisiolégico de Chlamydomonas reinhardtii CC503

Para o desenvolvimento deste experimento, o primeiro passo foi a
producdo e aclimatacdo do indéculo. O in6culo foi produzido nas mesmas
condicbes em que os experimentos prévios foram conduzidos: sala de cultivo
sob condicbes fotoautotréficas de crescimento; temperatura de 23 + 2 °C,
fotoperiodo de 16:8 h (luz:escuro), irradiancia média de 90 umol féton m? s e

agitacdo em mesa orbital a 100 rpm.

O experimento foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL de
volume contendo 50 mL de meio TAP, aplicando quatro repeticdes bioldgicas.
A concentracdo inicial do indculo foi de 1,38 x 10° células mL™". Adicionalmente
aos tratamentos foram realizados dois controles, um com adicdo de meio de
cultura, em igual volume ao das substancias-teste, e outro, com adigdo de meio
de cultura e DMSO, nas mesmas concentragcdes e volume utilizados para a
diluicdo das substancias analisadas nos tratamentos. Neste experimento, o
crescimento foi avaliado diariamente, via absorbancia (DO7s0680nm), S€NdO que

as substancias-teste foram inoculadas no inicio da fase LOG.

As coletas para as analises bioquimicas e determinagcdo da massa seca
livre de cinzas foram realizadas no meio da fase estacionaria, com objetivo de

se avaliar o status fisioldgico e metabdlico das células. Adicionalmente, as
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células foram analisadas em eletrodo de Clark para avaliagao dos efeitos das

substancias-teste sobre a fotossintese e respiragéo.

Os gréaficos foram normalizados pela massa seca livre de cinzas
(AFDM), bem como pelo numero de células (N Cels), todos com as amostras

coletadas na fase estacionaria.

4.4.5 - Avaliagcao do efeito das substiancias 5h e 7g contra o status

metabdlico e fisiolégico de Chlamydomonas reinhardtii CC503

A partir dos resultados prévios, um novo experimento foi realizado
utilizando a linhagem de microalga C. reinhardti CC503. Neste experimento
foram utilizadas as substancias 5h e 7g, em concentracdes de 5 umol L™, 10
umol L' e 15 pumol L'. Essa escolha se justifica, pois foram as
substancias/concentragcées que apresentaram os resultados mais promissores
em relacdo a inibicdo do crescimento e de aspectos metabdlitos de C.

reinhardtii CC503, conforme observado previamente.

Para o desenvolvimento deste novo experimento, o primeiro passo foi a
producao e aclimatacdo do indéculo. O in6culo foi produzido nas mesmas
condicbes em que os experimentos prévios foram conduzidos: sala de cultivo
sob condicbdes fotoautotréficas de crescimento; temperatura de 23 + 2 °C,
fotoperiodo de 16:8 h (luz:escuro), irradiancia média de 90 umol féton m?s™' e

aeracgao por agitacdo em mesa orbital a 100 rpm.

O experimento foi realizado em frascos Erlenmeyer de 125 mL de
volume contendo 50 mL de meio TAP, aplicando quatro repeticdes bioldgicas.
A concentracdo inicial do indculo foi de 1,05 x 10° células mL™". Adicionalmente
aos tratamentos foram realizados dois controles, um com adicdo de meio de
cultura, em igual volume ao das substancias-teste, e outro, com adigdo de meio
de cultura e DMSO, nas mesmas concentragcées e volume utilizados para a
diluicdo das substancias analisadas nos tratamentos. Neste novo experimento
o crescimento foi avaliado diariamente, via absorbancia (DO7s06s0nm), Sendo

que as substancias-teste foram inoculadas no inicio da fase LOG.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de avaliagao dos efeitos dos compostos 1, 5a-5m, 6, 7a-7Tm e
11 frente a microalgas teve inicio com a avalicdo da dosagem maxima de
DMSO que poderia ser usada de forma a nado afetar o metabolismo da
linhagem C. reinhardtii CC503 (microalga) sob condigdes fotoautotréficas de
crescimento. O DMSO foi utilizado como veiculo para auxiliar na solubilizagao
dos compostos durante os ensaios.

Na Figura 4.4 estdo apresentadas as curvas de crescimento de C.
reinhardtii CC503 na presenca de diferentes concentragdes de DMSO. Na
Figura 4.5 (pg. 133) esta mostrada uma das placas de Elisa preparada durante

0s experimentos.

—4&— controle
—— 0,5% DMSO
1% DMSO
== 2% DMSO
4% DMSO
5% DMSO

ABSORBANCIA 750 NM
o
B

010 10 20 30 40 50 60

Figura 4.4 - Curvas de crescimento de C. reinhardtii CC503 na presenca de

diferentes concentracées de DMSO.
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Figura 4.5 - Placa de Elisa com as concentracbes de DMSO em

Chlamydomonas reinhardtii CC503.

Desde modo, determinou-se que a melhor concentracdo de DMSO
usada para dissolver as substancias e nao comprometer o crescimento da
microalga foi de 1,5 yL (0,5% DMSO). Também foram preparadas solug¢des
estoque de todos os vinte e nove compostos avaliados, sendo 0os mesmos

diluidos em DMSO e com concentragao inicial 1 mmol L.

Em seguida, foram preparadas as solugdes estoque dos vinte e nove
compostos, juntamente com DMSO, diluidas em meio TAP. Os caélculos
realizados para as concentragdes finais em um volume final de 300 uL (Volume

final da placa de Elisa) foram: 0,5 umol L™ 5 pmol L™"; 10 umol L e 25 pmol L™,

Subsequentemente, o efeito dos compostos 1, 5a-5m, 6, 7a-7Tm e 11
sobre o crescimento de C. reinhardtii CC503 foi avaliado nas concentragdes
de 0,5 pmol L™; 5 umol L™"; 10 pmol L™ e 25 pmol L. O experimento foi
realizado com a linhagem sob condi¢cbes fotoautotréficas de crescimento. Os
resultados encontrados sdo apresentados na Figura 4.6, pg. 135. Durante os
experimentos, foram utilizados dois controles, sendo o controle 1 = TAP + C.
reinhardtii CC503 e controle 2 = TAP + C. reinhardti CC503 + DMSO. A

concentracdo do DMSO no controle 2 foi a mesma dos tratamentos.
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Figura 4.6 - Curvas de crescimento de Chlamydomonas reinhardtii CC503 na

presengca dos compostos 1, 5a-5m , 6, 7a-7m, 11 e dos controles 1 e 2 nas

concentracdes de 5, 10 e 25 ymol L™,

Na Figura 4.6 sdo observadas as fases de adaptacao (LAG), a fase de

crescimento (LOG) e a fase de auséncia de crescimento (STA) classicamente

presentes em curvas de crescimento. No entanto, pelas curvas de crescimento

nao foi possivel constatar diferengas significativas entre os compostos, assim

como entres as quatro concentragdes empregadas.
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Decidiu-se repetir o experimento com novas linhagens e com apenas 0s
compostos 1, 5a, 5g, 5h, 6, 7c, 7g € 11 nas concentragdes de 5, 10 e 25 ymol
L™, uma vez que esses compostos apresentaram melhor solubilidade. Foram
selecionadas as linhagens de microalgas Scenedesmus obliquus BR0O03 e
Chlorella vulgaris BR0O17 e de cianobactérias Synechocystis sp. PCC6803 e
Synechococcus sp. PCC7942 (Figuras 4.7-4.10, pgs. 138-142). Tais escolhas

se justificam devido a diferengas fisicas e morfologicas.

Absorbancia DO680nm
Absorbancia DO680nm

—e—Controle 1 o5
—o—Controle 2

—®—Controle 1
—C—Controle 2 :
—v—5 pmol L —v-5 pmol L
—2—10 pmol L —-10 pmol L' 0,0
—=—25 ymol L™ —=-25 pmol L™

Absorbancia DO680nm
Absorbancia DO680nm

r 05

r 0,0

3,0 3,0

r 25

Absorbancia DO680nm
Absorbancia DO680nm

r 05

r 00

3,0

r 25

Absorbancia DO680nm
Absorbancia DO680nm

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 4.7 - Curvas de crescimento de Scenedesmus obliquus BR003 na
presengca dos compostos 1, 5a-5m , 6, 7a-7m, 11 e dos controles 1 e 2 nas
concentracdes de 5, 10 e 25 ymol L™,
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Figura 4.10 - Curvas de crescimento de Synechococcus sp. PCC7942 na
presenga dos compostos 5a, 5g, 5h, 6, 7c, 7g, 11 e dos controles 1 e 2 nas

concentracdes de 5, 10 e 25 ymol L™,

Dentre as quatro novas linhagens avaliadas, apenas para S. obliquus
BRO0OO03 parece ter ocorrido efeito maior sobre o crescimento na presenca dos

compostos em concentracdes maiores, se comparado a C. Reinhardtii CC503.

Na continuidade dos experimentos foram empregados apenas o0s
compostos 5h, 6 e 7g e também se buscou a obtencdo de uma maior
quantidade de biomassa para futuras analises metabdlicas.
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A partir dos resultados prévios, um novo experimento foi realizado
utilizando a linhagem de microalga C. reinhardtii CC503. Neste experimento
foram utilizadas as substancias 5h, 6 e 7g em concentragdes de 10 ymol L'e
25 umol L. Essa escolha se justifica, pois foram as substancias/concentracdes
que apresentaram diferenca (ainda que leve) em relagdo a inibicdo de
crescimento de Scenedesmus obliquus BR003, conforme observado na Figura
4.7, pg. 139. Além disso, almejava-se verificar se entre os compostos ja
escolhidos (5h e 7g), se o tamanho do espagador entre os nucleos ftalimidicos
e 1,2,3-triazdlico era impactante para a atividade bioldgica, bem como também
avaliar a estrutura precursora (6) desses compostos alvo finais. A principal
diferenca neste novo experimento foi em relacdo a forma de cultivo da
linhagem, conduzida em frascos do tipo Erlenmeyer e ndo mais em
microplacas. Desta forma pbéde-se trabalhar com maior volume util de meio e
biomassa, o que permitiu a realizagdo de analises fisiolégicas e metabdlicas.
Importante ressaltar ainda, que nos experimentos prévios o crescimento celular
foi o Unico parametro mensurado, sendo avaliado por meio de medidas de
absorbancia (DO7s0680nm). Os resultados encontrados para estes experimentos

séo apresentados nas Figuras 4.11-4.16 (pgs. 144-149).
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umol L.
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Figura 4.12 - Biomassa como massa seca livre de cinzas, analisada na fase
estacionaria. Valores representam a meédia = DP de quatro repeticdes. As letras
minusculas indicam diferengca entre a concentracdo da molécula e a letra

maiuscula, indicando diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p
<0,05).

144



~ k=
< 40 7 £
€ aA aA . 3
- N B T e T ©
o 30| vas 2B bA B aAB a8 °
° - S e - == == -pB |- T aB 5 =
£ . T aB - aB 8
3 bC bB =l. £
8 20 - ON
o 3 3
uY
& R
Y 2 159
% 10 A g
3 .
g o°
£ 01 o g
— 400 { 400
: —~
w
o T
o e et 300 (\'IE
© :
1S :L L 3
=5
= I S I g
§ 200 — — 200 g
L 2
o he)
© o
Q 100 100 O
& 2
uw =
[T
. 0 —~
% -
oS8O S ey
=S O — R e o
S 501 — P o e — = = — — — |5 E
€ ©
2 1S
=5
5 40 40 \':‘/
3 3
8 30 1 30 3
[]
g g
@ 20 20 8
[%2]
o c
g— @
10 4 10 £
S €
° IS
[0 (]
'g 0 . . . . . . . . . 0 g
= "y T B ) o, ) o = ™ T ) o n L
R S L S L N R LT F PSS S 2
o & @ W @ 8 & W & &9 @ e & W &
F P o g T AR D S . - L o
Tratamentos Tratamentos
MSLC N Cels
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<0,05).
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Figura 4.14 - Teor de clorofila de Chlamydomonas reinhardtii CC503. Valores
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diferenca entre a concentragdo da molécula e a letra maiuscula, indicando

diferenga entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p <0,05).

146



100 100
aA aA A aA
Y. N .
- — i R B I —
E R
1 [ (]
> aA aA 38A bC &
g 60 aAB . — [ — 0 O
= l.aB__aB______|__ eod b4l _bR. g’
© bB =
£ w0 02
2 K]
a o
20 A 20 Qo
0 A 0
Rl aA o)
. aA aA - 6 o
£ T o
© =
2 ah aA g
£ bA bB 4
" aB S T . £
S B | 3
g o
®© S U DR R A O O B o= T o
o 2 ©
£ o
IS £
< IS
<
. . . m v, : : : : — 0
S i %@‘ 2 D L] $§\
S F
o & @ STt &g
C g" @ AP a2
Tratamentos Tratamentos
MSLC N Cels

Figura 4.15 - Metabdlitos contendo nitrogénio de Chlamydomonas reinhardtii
CC503. Valores representam a média £+ DP de quatro repeticdes. As letras
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<0,05).
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<0,05).

Os graficos apresentados nas Figuras 4.10-4.16 foram normalizados
pela massa seca livre de cinzas (MSLC), bem como pelo nimero de células (N
Cels), todos com as amostras coletadas na fase estacionaria. Observou-se
pouca alteracdo no crescimento de C. reinhardtii-CC503 com os diferentes
tratamentos quando comparados aos controles. Notou-se uma alteracao
modesta na atividade fotossintética, em especial para o composto 5h nas
diferentes concentragdes (Figura 4.13). J& uma maior alteragédo foi percebida
no metabolismo de nitrogénio (aminoacidos e proteinas; Figura 4.15), o que

requer ainda outas analises para a explicagao do padréo obtido.
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O préoximo passo consistiu na medicdo dos parametros metabdlicos
envolvendo os compostos 5h e 7g nas concentragdes de 5 ymol L", 10 pmol L e
15 pmol L™, além da medicdo extra do consumo de O, (respiracdo noturna).
Estes experimentos também foram conduzidos em C. reinhardtii CC503. A
escolha das substancias 5h e 7g se justifica, pois foram estas substancias que
apresentaram, frente ao controle empregado, as maiores variagdes em relagéo
a inibicdo do crescimento e metabdlitos de C. reinhardtii CC503 (principalmente

quanto ao teor de nitrogénio), conforme descrito nos graficos anteriores.

Os resultados dessas novas avaliagdes sdo mostrados nas Figuras 4.17
-4.22 (pgs. 151-155). Os graficos foram normalizados pela massa seca livre de
cinzas (MSLC), bem como pelo numero de células (N Cels), todos com as

amostras coletadas na fase estacionaria.
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Figura 4.18 - Biomassa como massa seca livre de cinzas, analisada na fase

estacionaria.
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Os resultados apresentados nas Figuras 4.19, 4.20 e 4.22, expressos
por contagem de células e teor de massa seca livre de cinzas, né&o
demostraram nenhuma alteragdo metabdlica significativa. Em contrapartida, de
forma inesperada observou-se uma diminuicdo da expressao de teor de
aminoacidos e proteinas (Figura 4.21). Tal resultado requer ainda uma
investigacdo mais profunda além de outras analises complementares que

possam justificar esses resultados.
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CAPITULO 5

AVALIAGAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS
DERIVADOS DA FTALIMIDA CONTENDO NUCLEO
1,2,3-TRIAZOL

5.1 INTRODUGAO

Compostos heterociclicos nitrogenados s&o de relevancia na
quimioterapia (LIN et al., 2005; FANG et al., 2006).

No periodo de 2010 a 2015 a FDA (Food and Drug Administration)
aprovou a entrada 40 novos farmacos no mercado com propriedades
antitumorais, dos quais 26 (65%) continham anéis heterociclicos em sua
composi¢cao molecular (Figura 5.1 A). A grande maioria desses heterociclicos
(73%) eram nitrogenados, Figura 5.1 B (MARTINS et al., 2015).

Nitrogénio / Oxigénio
15% ~

Nitrogénio / Enxofre
4%

“ Antitumoral
10w Heterociclos |

Oxigénio
8%

(A) (B)

Figura 5.1 - Impacto de farmacos aprovados pela FDA no periodo 2010-2015
(A) e suas respectivas discriminag¢des por frequéncia e classe de heteroatomo
(B). Adaptado de MARTINS et al., 2015.

Compostos contendo a porgao ftalimida apresentam acao anticancer.
Um exemplo é a talidomida e seus derivados lenalidomida e pomalidomida
(Figura 5.2, pg. 159), caracterizadas como drogas imoduladoras (IMiDs), estéo
sendo utilizadas no tratamento de mieloma multiplo (PETZOLD et al., 2016), a

segunda doenca onco-hematolégica mais comum no mundo (MEL et al., 2014).
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Figura 5.2 - Estrutura quimica da talidomida, lenalidomida e pomalidomida.

A atuacdo de ftalimidas N-substituidas envolve diferentes processos
celulares tais como, a inibicdo de ciclo-oxigenases (COX) (SANO et al., 2005;
ALANAZI et al., 2015), a inibicdo de expressao do fator de necrose tumoral
TNFa (MACHADO, et al., 2005, STEWART et al, 2007), bem como a
capacidade de se ligarem a tubulina (0 que leva ao bloqueio do ciclo celular,
disparando sinais bioquimicos que culminam em apoptose de células malignas)
(INATSUKI et al., 2005). Propriedades como estas tém inspirado a sintese de
novas ftalimidas N-substituidas, além de promové-las como candidatas a atuar
no tratamento de angiogeneses, tumores, inflamagdes e na modificacdo de

respostas imunolégicas (imunomodulares) (CARDOSO et al., 2015).

A combinacdo de compostos 1,2,3-triazélicos com imidas tém resultado
em compostos com importantes atividades anticancer. Por exemplo, LI e
colaboradores 2011 observaram que a introducdo do anel 1,2,3-triazélico em
derivados de 4-(4-fenil-[1,2,3]-triazol-1-yl)-1,8-naftalimida resultou em um
aumento da atividade citotoxica contra pelo menos duas das trés linhagens
celulares humanas investigadas (MCF-7 (mama), HelLa (carcinoma cervical) e
7721 (figado), quando comparadas ao controle Amonafide (Figura 5.3, pg.
160). Dentre os derivados, se destacou o composto contendo o grupo R =
CH,CH3N(CHs)2 e que apresentou um valor de ICsp, para todas as 3 linhagens
testadas, inferior ao obtido para controle Amonafide e da ordem de 10 molL™.
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AMONAFIDE R = CH,CH,N(CHa), ; CHoCHoN(CH,CH3), ;
CH,CH,N(CH2CH,),NH

Figura 5.3 - Estrutura do anti-tumoral Amonafide e derivados.

SHANKARAIAH e colaboradores 2016, sintetizaram via “reagao click” 20
derivados 1,2,3 triazélicos-B-dicarbonilados, dentre os quais se destacou o
composto trimetoxilado mostrado na Figura 5.4 por apresentar toxicidade
superior ao alcaléide Harmina, utilizado como controle positivo, frente as

linhagens celulares HT-29 (cancer de colon) e HCG-27 (carcinoma gastrico

humano).
0
/ \ \
N ~
H
HARMINA
ICsp = 4,28 £ 1,15 (HT-29) O
IC50= 10,56 £ 1,75 (HCG-27) ICs0 = 3,67 £ 0,62 (HT-29)
ICso = 5,44 + 0,58 (HCG-27)

Figura 5.4 - Valores de IC5p para o controle positivo Harmina e seu derivado
frente as linhagens HT-29 (cancer de colon) e HCG-27 (carcinoma gastrico

humano).

Um aspecto importante a se destacar em pesquisas recentes € o estudo
da relacéo de proteinas denominadas quinases com desordens patoldgicas. As
quinases sao muitas vezes funcionalmente interligadas e altamente reguladas,
formando uma complexa rede de comunicag¢ao. Anormalidades na fosforilagao

de proteinas mediada por quinases podem resultar em doencgas, que incluem
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canceres, diabetes, artrite reumatoide e hipertensdo (BERNATOWICZ et al.,
2009).

Dentre os inibidores de quinases relatados na literatura estdo a
Granulatimida e Isogranulatimida (Figura 5.5), dois alcalbides ftalimidicos
naturais isolados a partir da ascidia brasileira Didemnum granulatum. Ambos
os compostos sdo capazes de inibir a Chk1, uma proteina quinase Ser/Thr que
desempenha um papel central na mediagdo de resposta celular a danos
causados no DNA (LAVRARD et al., 2014).

GRANULATIMIDA ISOGRANULATIMIDA

Figura 5.5 - Inibidores de quinases Granulatimida e Isogranulatimida.

Por fim, fatores como a diversidade de tumores, a falta de seletividade e
efeitos indesejaveis causados por muitos dos atuais agentes quiomioterapicos
usados no tratamento do cancer, motivaram o exame de derivados ftalimidicos
1,2,3-triazolicos na proliferagao de células cancerigenas através de ensaios de

citotoxicidade, objetivando a descoberta de novos farmacos para o cancer.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Generalidades

O ensaio de avaliagao da citotoxicidade dos derivados ftalimidicos 1,2,3-
triazolicos foi realizado em colaboracdo com o pods-doutorando Raoni Pais
Siqueira e o professor Dr. Gustavo Costa Bressan do Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular da UFV.

A atividade antiproliferativa envolveu as linhagens tumorais B16F10
(melanoma metastatico murino), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama),

HelLa (cancer de colo do utero) e HepG2 (céncer de figado). A linhagem
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B16F10 foi cedida pela Dra. Anésia Aparecida dos Santos (Departamento de
Biologia Geral, Universidade Federal de Vigcosa, Minas Gerais, Brasil), as
linhagens HelLa e HepG2 foram cedidas pelo Dr. Jorg Kobarg (Departamento
de Bioquimica e Biologia Tecidual, Universidade de Campinas, Sdo Paulo,
Brasil) e a linhagem MDA-MB-231 foi cedida pela Dra. Sandra Martha Gomes

Dias (Laboratorio Nacional de Biociéncias, Campinas, Sao Paulo, Brasil).
5.2.2 Cultivo celular

Para o cultivo utilizou-se meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute Medium, Sigma) pH 7,2 suplementado com 100 U mL™" de penicilina
(Sigma), 100 ug mL™ de estreptomicina (Sigma) e 10% v/v de soro fetal bovino
(SFB, LGC Bio). As células foram crescidas em suspensao utilizando garrafas
de 75, 150 e 300 cm?, mantidas em atmosfera com 95% de umidade e 5% de
CO:s.

5.2.3 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

Para analise de viabilidade, as linhagens celulares foram contadas em
camaras de neubauer, ressuspendidas em meio RPMI 1640 (10% v/v SFB, 100
U mL™" de penicilina e 100 pg mL™" de estreptomicina) e incubadas em placa de
96 pocos de fundo chato, em diferentes densidades (n° de células/pogo) de
acordo com cada tipo celular, e mantidas por 24 horas a 37 °C e 5% de CO;
para adaptacao das células. Os compostos ftalimidicos 1,2,3-triazélicos foram
avaliados na concentracédo de 100 umol L™ por 48 e 72 horas de incubagdo a
37 °C e 5% de CO,. Como veiculo e controle negativo foi utilizado o solvente
organico dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo 0,4% v/v, sendo
considerado como 100% de viabilidade celular. Os farmacos Ravoxertinibe,
Palbociclibe e Dabrafenibe foram utilizados como controle positivo, na
concentracdo de 10 umol L™ (Figura 5.6, pg. 163). Para verificagdo do efeito
citotéxico, foi adicionado a cada pogo 10 pL do reagente MTT (Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide, Sigma; coloragdo amarela; (Figura 5.6, pg. 128) na
concentragédo de 5 mg mL" e incubou-se novamente a 37 °C por 4 horas.
Posteriormente, o meio foi removido e procedeu-se a adicdo de 100 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) para a solubilizagao
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do formazan; coloragdo violeta (Figura 5.6). Finalmente, a leitura da
absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 540 nm em leitora
automatica de microplacas (Biotek Sinergy HT). Cada procedimento
experimental foi realizado em triplicata. Para os calculos da viabilidade celular e

construgao dos graficos utilizou-se o programa Microsoft Excel e Prismb.
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Figura 5.6 - Estrutura quimica dos farmacos Ravoxertinibe, Palbociclibe e

Dabrafenibe, do MTT e do formazan.

Para a avaliagcdo da atividade citotoxica dos derivados contendo os
nucleos ftalimida e 1,2,3-triazol e intermediarios, foram escolhidas as linhagens
B16F10, MDA-MB-231, HeLa e HepG2 devido a disponibilidade e facilidade de
cultivo das mesmas em laboratério. Por isso, os compostos 1, 5a-5m, 7a-7Tm e
11 foram avaliados nas linhagens B16F10 e MDA-MB-231. Ja os compostos
7n-7p, 12, 13, 15, 16 e 17 foram avaliados frente as linhagens HelLa e HepG2
Salienta-se ainda que nao ha na literatura relatos com respeito a avaliagao da

atividade citotdxica dos derivados descritos neste trabalho.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos ensaios de avaliagao de citotoxicidade via
MTT demonstraram que os compostos avaliados apresentam moderada
eficiéncia em inibir a viabilidade celular. (Tabelas 5.1 e 5.2, pgs. 165 e 167,

respectivamente) na concentragao de 100 ymol L
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Tabela 5.1 - Viabilidade celular (%) da linhagem B16F10 quando exposta aos
derivados triazélicos da ftalimida e intermediarios, apos 48 e 72 horas de

tratamento (média £ desvio padrao).

Concentragdo 100 umol L™

Compostos 48 h 72 h

1 79,93 £ 0,79 79,41 +£1,32
5a 64,26 + 2,21 56,95 + 3,78
5b 63,79 + 1,32 69,58 + 4,72
5c 69,62 + 2,06 57,21 +1,82
5d 72,07 £ 0,90 64,68 + 6,33
5e 71,89+ 1,44 64,41 + 3,64
5f 65,37 + 1,46 59,96 + 2,91
59 68,74 + 2,69 58,25 + 1,54
5h 74,05 + 0,69 67,64 + 6,26
5i 56,56 + 3,48 43,97 £ 2,13
5j 68,63 + 2,69 62,98 + 1,29
5k 67,87 £ 1,44 67,18 + 3,03
51 92,27 + 1,44 80,76 + 10,37
5m 97,17 + 2,56 77,62 7,97
6 83,86 + 1,26 82,79 + 1,38
7a 85,73 + 2,47 92,59 + 10,64
7b 83,82 + 9,94 70,99 + 4,36
7c 84,05 + 2,88 81,54 + 1,93
7d 87,38 + 7,28 73,20 £ 1,05
7e 89,80 + 3,67 87,08 £ 5,01
7f 98,48 + 15,03 72,05+ 1,00
79 86,22 + 2,07 72,54 + 2,36
7h 108,16 6,23 109,79 £ 5,63
7i 90,93 + 2,08 78,20 £ 3,26
7j 99,39 + 8,72 90,19 + 11,48
7k 80,61+ 0,71 89,80 + 3,06
71 85,07 + 2,91 104,20 + 14,16
7m 85,95 + 5,73 83,66 + 5,02
11 87,42 + 8,11 68,71+ 2,50
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No tocante a linhagem B16F10 (Tabela 5.1, pg. 165) os compostos
foram submetidos a 48 e 72 horas de tratamento, sendo que o composto 5i foi
0 unico apresentou percentuais de viabilidade inferiores a 60% para ambos os

tempos de incubacéo (56 e 44%, respectivamente).

Uma vez que aumento no tempo de incubacdo ndo conduziu a
expressivos resultados com respeito a diminuicdo da viabilidade celular,
manteve-se o tempo de incubacao de 48 horas e procedeu-se a avaliagdo da
atividade citotoxica frente a linhagem MDA-MB-231. Neste caso, apenas o
composto 7g apresentou o melhor resultado de redugéo da viabilidade celular

(aproximadamente 43%; Tabela 5.2, pg. 167).
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Tabela 5.2 - Viabilidade celular (%) da linhagem MDA-MB-231 quando exposta
aos derivados triazolicos da ftalimida e intermediarios, apds 48 horas de

tratamento (média £ desvio padrao).

Concentragdo 100 umol L™

Compostos 48 h

1 95,72 + 0,58
5a 70,76 £ 1,30
5b 90,40+ 7,16
5c 75,81 + 3,84
5d 85,00 £ 10,34
5e 79,39 + 3,86
5f 73,86 + 3,85
59 76,51 £ 1,26
5h 96,55 + 5,66
5i 76,61 £ 5,61
5j 89,28 + 5,07
5k 92,74 + 3,45
51 94,39 + 7,06
5m 78,02 + 24,46
6 87,52 + 8,32
7a 99,85 + 7,63
7b 83,98 + 18,47
7c 86,66 + 8,63
7d 82,40 £ 6,95
7e 86,94 + 1,17
7f 64,80 + 7,81
79 56,59 + 5,93
7h 108,16 £ 4,63
7i 70,93 + 4,08
7j 103,58 + 5,24
7k 96,81 + 21,61
71 92,19 + 14,23
7m 93,80 + 3,37
11 93,34 + 7,09
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Conforme mostrado na Tabela 5.3 as modificacdes estruturais feitas nos
derivados triazolicos da ftalimida, a saber: variagcdo da posi¢cdo do substituinte
bromo no anel aromatico ligado ao anel triazdlico, introdugdo de um grupo polar
hidroxila e a abertura do anel de cinco membros, nao resultaram em compostos
com melhoria da atividade citotéxica. Os ensaios dos compostos 7n-7p, 12, 13,
15, 16 e 17 foram realizados periodos de incubacdo de 48 horas, sendo

escolhidas as linhagens tumorais HepG2 e HelLa (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 - Viabilidade celular (%) das linhagens HepG2 e Hela quando
exposta aos derivados triazolicos da ftalimida e intermediarios, apoés 48 horas

de tratamento (média + desvio padrao).

Concentraggo 100 umol L

Compostos HepG2 HelLa
7n 64,13 £ 1,94 86,71 + 4,31
70 54,73 + 0,63 78,49 £ 7,80
7p 83,73 + 3,88 91,43 £ 6,02
12 92,84 + 2,44 99,38 + 5,50
13 93,74 + 1,24 101,23 + 6,26
15 63,50 + 4,12 69,81 + 0,71
16 86,95 + 4,41 87,48 + 1,36
17 76,00 + 4,31 82,93 + 1,81

A Tabela 5.3 mostra ainda que nenhum dos compostos, na
concentracdo de 100 pmol L™ foi capaz de reduzir a viabilidade celular em
50%. O composto mais ativo, 70 decresceu a viabilidade celular em cerca de
45%.

Embora os compostos ftalimidicos 1,2,3-triazélicos sintetizados e
avaliados neste estudo apresentaram moderada citotoxicidade para os
compostos mais ativos, vale ressaltar que os compostos alvo de estudo sdo de
dificil solubilizagdo e que as linhagens celulares que foram utilizadas nos
testes sao altamente refratarias e resistentes ao tratamento quimioterapico em
geral (ANVEKAR et al., 2012). Além disso, os controles positivos

(Ravoxertinibe, Palbociclibe e Dabrafenibe) utilizados nestes testes néo
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apresentaram efeitos citotoxicos significativos sobre as linhagens B16F10,
MDA-MB-231, HepG2 e HelLa (dados ndo mostrados).

Por fim, os valores de viabilidade celular superiores a 100%
(observados em alguns casos nas tabelas anteriores) podem ser justificados,
muito provavelmente, devido a ocorréncia de: indugao de proliferagao celular;
aumento da fungao mitocondrial ou interferéncia dos compostos alvo de estudo
na absor¢ao molecular da forma reduzida do MTT, haja vista que o principio da

metodologia empregada na contagem de células viaveis € a colorimetria.
5.4 CONCLUSAO

Os derivados triazolicos da ftalimida na sua grande maioria ndo
apresentaram citotoxicidade contra as linhagens celulares estudadas. Os
derivados 5i e 7g foram os mais ativos contra as linhagens B16F10 e MDA-MB-
231, respectivamente. O composto 5i reduziu a viabilidade celular em cerca de
56% ap6s 72h de incubagao e na concentragdo de 100 umol L. J4 o composto
79 diminuiu a viabilidade celular em cerca de 43% na concentragao de 100
umol L™ e apds 48h. Subsequentes modificagdes na unidade estrutural
ftalimida nao resultaram em derivados mais ativos do ponto de vista de
citotoxicidade. Apenas, o derivado 7o foi capaz de decrescer a viabilidade
celular em cerca de 45% frente a linhagem HepG2 apds 48h de incubagéo e na

concentracédo de 100 pmol L™

Embora, as citotoxicidades dos compostos mais ativos tenham sido
moderadas, estas foram observadas contra células tumorais reconhecidamente
mais refratarias aos quimioterapicos. Assim, €& possivel que outras
modificagdes quimicas, como introdugdo de grupos no anel aromatico do
nucleo ftalimida, possa resultar em compostos com melhoria da atividade

citotoxica.
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O splicing € um mecanismo molecular crucial na regulagéo da expressao
génica, sendo responsavel por orquestrar a remogao das sequéncias dos
introns e promover a jungdo dos éxons no pré-mRNA (KEREN et al., 2010).
Novas isoformas proteicas, sdo geradas via splicing alternativo, a partir de um
unico gene (KOSLOVSKI et al., 2017). Portanto, € de se esperar que
alteragbes na atividade da maquinaria do splicing alternativo possam culminar

no desenvolvimento de diversas doencas inclusive canceres.

De fato, estudos tém demonstrado que a super expressao e
desregulacao na atividade de quinases SRPKs (serine arginine protein kinases)
sdo de suma importancia na promogao de diferentes canceres (SIQUEIRA et
al., 2015; XU et al., 2017). Assim, a descoberta de inibidores de SRPKS se
apresenta como um potencial alvo na quimioterapia para o tratamento do

cancer.

Neste contexto, foi descrita a trifluorometil arilamida N-(2-(1-piperidinil)-
5-(trifluorometil) fenil) isonicotinamida, SRPIN 340 (Figura 168, pg. 343), como
o primeiro inibidor ATP-competitivo seletivo na inibigdo das quinases SRPK1 e
SRPK2 (FUKUHARA et al., 2006). Além dessa propriedade biolégica
envolvendo o SRPIN 340, também sao conhecidas para esta substancia as
atividades antiviral (FUKUHARA et al., 2006; KARAKAMA et al., 2010; ANWAR
et al., 2011), antiangiogénse ocular murina (AMIN et al., 2011; DONG et al.,
2013; GAMMONS et al., 2013) e antitumoral via modelo de xenoenxerto de
melanoma em murinos (GAMMONS et al., 2014).
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Figura 168 - Inibidores de quinases SRPKs.

Outra atividade interessante envolvendo o SRPN 340 foi relatada por
SIQUEIRA e colaboradores (2015). De forma inédita, este composto foi
submetido a ensaio antileucemia. Os resultados mostraram significativa
capacidade de invibilializagdo de crescimento de linhagens leucémicas
testadas, regulagao da fosforilagdo das proteinas SR, alteragdo da expressao
dos genes MAP2K1, MAP2K2, VEGF e FAS e por fim manifestagdo de eventos

precoces e tardios de apoptose.

O SRPIN 340, a partir de entdo, serviu como fonte de inspiragao
estrutural quimica para a sintese de novos inibidores de SRPKs. Em 2013,
GAMMONS e colaboradores observaram que um derivado do SRPIN 340,
denominado de SPHINX (Figura 168), promoveu significativamente a reducao
da expressao de isoformas pré-angiogénicas de fator de crescimento endotelial

vascular (VEGF) e a neovascularizagédo de coroide in vivo.

Recentemente, BATSON e colaboradores (2017) apresentaram o
composto SPHINX31 (Figura 168) como o mais potente e seletivo inibidor de
SRPK1 ja descrito na literatura. Este composto foi capaz de inibir a fosforilacéo
do fator de splicing serina/arginina 1 (SRSF1) conduzindo em ultima insténcia a
uma acentuada inibigdo da angiogénese in vivo. Tal resultado pode ser visto
nitidamente na imagem de angiofluoresceinografia, obtida apds 7 e 14 dias de
tratamento (Figura 169, pg. 344), quando administrados o SPHINX31 e o

farmaco controle pazopanibe.
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Figura 169 - Imagem de angiofluoresceinografia resultante da administracéo
composto SPHINX31 e do farmaco controle pazopanibe. Veiculo = DMSO
(dimetilsulfoxido). (Adaptado de BATSON et al., 2017).

MOROOKA e colaboradores (2015) que o composto SRPIN803 (Figura
168, pg. 343), apesar de nao possuir semelhanga estrutural com o SRPIN 340,
se mostrou eficaz na inibicao dupla de SRPK1 e CK2. Ademais, o SRPIN803
impediu a producdo de VEGF pro-angiogénico e inibiu a neovacularizagao
coroidal in vivo (tratamento da degeneragdo macular relacionada a idade em

ratos).

Por fim, HATCHER e colaboradores (2018) relataram a descoberta do
primeiro inibidor irreversivel de SRPKs, o qual foi denominado de SRPKIN-1
(Figura 168, pg. 343). Os ensaios bioldgicos na presenca deste composto
revelaram seletividade para quinases SRPK1/2, atenuagao da fosforilacdo de
proteinas SR em concentragdes submicromolares, eficacia na conversao das
isoformas VEGF-A165a pro-angiogénicas para as VEGF-A165b anti-
angiogénicas e bloqueio da neovascularizagéo induzida por laser em modelo

retiniano.

Assim, buscou-se no presente trabalho a sintese de derivados do SRPIN
340, bem como a avaliagcdo do efeito antileucemia e da atividade inibitéria de

proteinas quinases ricas em serina/arginina (SRPKs).
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investigados no Artigo de Pesquisa |.

Em sintese, os compostos 24*, 30* e 36" (Figura 170) se destacaram
por apresentarem efeitos citotoxicos superiores ao controle SRPIN340 para
todas as trés linhagens de leucemia empregadas (HL60, Jurkat e Nalm6).
Esses compostos também foram capazes de promover o desencadeamento de
eventos de apoptose e autofagia, além de interagirem de forma sinérgica com o
quimioterapico vincristina. Por fim, o composto 30*, foi capaz de promover mais
acentudamente a diminuigdo da fosforilagdo de proteinas SR e de expressao
de isoformas oncogénicas dos genes MAP2K1, MAP2K2, VEGF e RON frente
ao SRPIN 340, indicando que o composto interfere na atividade celular de
SRPKs. Os resultados pormenorizados estdo decritos no Artigo de Pesquisa
l.
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INTRODUGAO

A metastase é uma etapa chave e crucial na progressao de processos
tumuriogénicos, sendo que cerca 90% das mortes relacionadas aos tumores
Solidos sao causadas pelas metastases (VALASTYAN et al., 2011; SU et al.,
2015).

Assim, em paralelo ao trabalho descrito no Artigo |, foi investigado (via
ensaios in vitro e in vivo) o efeito antimestastatico em células de melanoma
murino dos compostos SRPIN340, 24*, 30* e 36* (Figura 170, pg. 345). Para
ambos os ensaios foi observado potencial atividade antimetastase. Ademais,
os compostos se mostraram eficazes na regulagdo da translocagéo nuclear de
SRPK1 e da fosforilagdo de proteinas SR. Finalmente, na busca por possiveis
mecanismos de ligacao, fez-se um estudo de docking molecular. Os resultados

pormenorizados estdo decritos no Artigo de Pesquisa Il

Toxlcology and Applied Pharmacalogy 356 £2018) 214-223

Contents lists available at Scienceliivect

Toxicology and Applied Pharmacology
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Por ultimo, os estudos envolvendo as trifluorometilarii amidas também

possibilitaram a obtencao de duas patentes conforme apresentado a seguir.
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