WAGNER LUIZ PEREIRA

SINTESE DE ISOBENZOFURANONAS E INDAN-1,3-DIONAS:
ASPECTOS ESTRUTURAIS E AVALIAGAO DAS ATIVIDADES
CITOTOXICA, LEISHMANICIDA E INIBITORIA DA PROTEASE NS2B-NS3
DO WEST NILE VIRUS (WNV)

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdao em Agroquimica, para
obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS-BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigcosa - Campus Vicosa

T

Pereira. Wagner Luiz. 1987-
P436s Sintese de isobenzofuranonas e inda-1.3-dionas : aspectos
2016 estruturas e avaliacdo das atividades citotoxicas. leishmanicida e

inibitoria da protesase NS2B-NS3 do West Nile Virus (WNV) /
Wagner Luiz Pereira. — Vicosa. MG. 2016.
xix, 2441, : 1l. (algumas color.) : 29 cm.

Inclui anexos.
Orientador: Robson Ricardo Teixeira.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vicosa.
Inchu bibliografia.

1. Compostos quimicos. 2. Sintese organica. 3. Reacdes
quinucas. 4. Isobenzofuranona. 5. Indandiona. 6. Protease.
I. Umversidade Federal de Vigosa. Departamento de Quimica.
Programa de Poés-graduacdo em Agroquimica. II. Titulo.

CDD 22. ed. 547.2




WAGNER LUIZ PEREIRA

SINTESE DE ISOBENZOFURANONAS E INDAN-1,3-DIONAS:
ASPECTOS ESTRUTURAIS E AVALIAGAO DAS ATIVIDADES
CITOTOXICA, LEISHMANICIDA E INIBITORIA DA PROTEASE NS2B-NS3
DO WEST NILE VIRUS (WNV)

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Agroquimica, para a
obtencdo do titulo de Doctor

Scientiae.
APROVADA: 03 de Outubro de 2016.
Antbnio Jacinto Demuner Marcelo Henrique dos Santos
Cleiton Moreira da Silva Gustavo Costa Bressan

Roébson Ricardo Teixeira
(Orientador)



Todas as conquistas comegcam com a decisao de tentar (Gail Devers),

mas as que de fato edificam o homem sao inspiradas por Deus.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida e pelos ensinamentos verdadeiros,
transmitidos a nés por Nosso Senhor Jesus Cristo, sem os quais a vida e tudo

que nela conquistamos nao teriam sentido.

A toda minha familia, em especial meus pais José Luiz e Graga e meus
irmaos Wander e Kélen por todo amor, incentivo e por sempre estarem ao meu

lado.

Ao meu orientador e amigo professor Rébson Ricardo Teixeira pelo

profissionalismo, incentivo e pela relevante contribuigdo em minha formacao.

A Universidade Federal de Vigosa (UFV) e ao Departamento de

Quimica, pela oportunidade de realizacao deste trabalho de doutoramento.

Ao grupo de pesquisa de Quimica Supramolecular e Biomimética (DEQ-
UFV) ao qual me deu suporte para executar meu trabalho e mais do que isso,

me deu a oportunidade de conhecer preciosos amigos.

Aos professores Antdnio Jacinto Demuner, Cleiton Moreira da Silva,
Marcelo Henrique dos Santos e Gustavo Costa Bressan por prontamente
aceitarem fazerem parte da banca examinadora e pelas relevantes sugestdes

que enriqueceram o presente trabalho.

A todos os funcionarios, professores e estudantes do Departamento de
Quimica (UFV), pelo convivio, momentos de aprendizado e também pelos bons

momentos de descontracio.

A todos os amigos que ao longo de minha caminhada foram apoio nos

momentos dificeis, me repreenderam quando necessario, multiplicaram os

iv



momentos de alegria, me ajudaram a crescer como pessoa Vvoltando-me
sempre para o que de fato edifica e me deram forgcas para que eu me

dedicasse nesse trabalho.

Todos que fizeram e fazem parte de minha vida de alguma forma

certamente contribuiram para que eu chegasse até aqui.

Muito obrigado, e que Deus abengoe a todos!



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...... .ot ciee e e smsreassassm s snsssnssmsssmssenssenssnnssnnssmsensren snnn

LISTA DE ESQUENMAS . ...t iieeiee e s resssmsseassanssasssassanssanssasssnnssmsssnssnnnsnn

LISTA DE TABELAS ... cceeeeeeeeiiee e s e sae s ssas s s smsssm s sanssasssmssrnssanssnnssmnsennsnnan

Y 11, 0

LISTA DE ABREVIATURAS . ... oot ciieiie i reirmessmssa s semssenssmsssmsssnssanssnnssmssennrnns

{2 =S U ]

Y = 230 7 N O
] Pagina
CAPITULO1........ e 1
1.1 APRESENTAGCAD. ...t 1
1.2.JUSTIFIpATIVA DO TRABALHO .......................................................... 11
1.3.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..., 13

Parte |
CAPITULO 2
Sintese de 1,2,3-triazdis derivados da indan-1,3-diona e da 6-
metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona

Pagina
2.1. REACOES CLICK......................, ........................................................... 20
2.2. GE[\IERALIDADES METODOLOGICAS. ... 26
2.2 0. SINT ESE S . ... e 28
2.2.1.1. Sintese da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (39)...............ccc...... 28
2.2.1.2. Sintese da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (40)......................... 29
2.2.1.3. Sintese da 6-(prop-2-iniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (41)............ 30
2.2.1.4. Sintese da 2,2-di(prop-2-inil)-1H-indano-1,3(2H)-diona (42).......... 30
2.2.1.5. Sintese dos MetanosufoNatos. ..o 31
2.2.1.6. Sintese das azidas OrganiCas.............eeeveeriireeeeeeeeeeeeeeeiceeeeeeeeeee 33
2.2.1.7. Sintese dos triazdis com nucleo isobenzofuranona.........c...cc......... 35
2.2.1.8. Sintese dos triazois com nucleo indandiona..........c.ccoeveeeeveeieennnn.n. 36

Vi



2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO........cooieeeteeeeeeeeeeeeeee e 36
2.4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......c.cotieieieeeeeieeseeee e, 115

CAPITULO 3

Avaliacao das atividades citotoxica e inibitéria contra a protease NS2B-
NB3 do West Nile Virus (WNV)

Pagina
3.1 INTRODUGAO. ..ottt 118
3.2. MATERIAIS E METODOS.......ooiiieeeeeeeeeeeeeee e 122
3.2.1 Avaliagéo da atividade CitotdXiCa...........covveiiiiiiiiiiiie e 122

3.2.2. Avaliagdo da atividade inibitoria contra a protease NS2B-NS3 do
West Nile Virus...........ccoeevveeenes s 123
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO......uutiiiiiiiiiiieeeeeeeee et 124
3.3.1. Atividade CitotOXiCa. .......ccoeiii s 124
3.3.2. Atividade inibitéria contra a protease NS2B-NS3 do WNV.................. 129
3.4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......cooeeeeeeee et 130

Parte Il
CAPITULO 4
Estudo do Equilibrio Ceto-Endlico de Isobenzofuranonas C-3
Funcionalizadas
Pagina
4.1, INTRODUGAO..........ooeeteeeeeeeeee ettt 133
4.2. MATERIAIS E METODOS......ocuieieeeeee oot 135
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......cciiiiieeeee e 136
4.4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o, 155
CAPITULO 5
Avaliagcao da Atividade Leishmanicida de Isobenzofuranonas C-3
Funcionalizadas

5 Pagina
5.1 INTRODUGAO . ... .ttt e e e e e e e e e e e e e e e eeennnnes 156
5.2. MATERIAIS E METODOS.......coo oot 158
5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO.........cooovieeeeeeeeeee e 160
5.4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccccooioiiiieieieieieieeeeeeieie e 164

vii



LISTA DE FIGURAS

LISTA DE FIGURAS DO CAPITULO 1

Pagina

1.1 Exemplo de farmacos e agroquimicos contendo porgdes

heterociclicas em suas estruturas............cccccceeiiiiiiviiiiie e, 1
1.2 Principio ativo de medicamentos utilizados no tratamento da

[€ISNMANIOSE... ..o 3
1.3 Triazois com atividade contra Leishmania amazonenses........... 4
14 Estruturas do nifurtimox (14) e benznidazol (15)........................ 5
1.5 Triazéis com atividade contra os protozoarios Trypanosoma

cruzi e Leishmania donovani axenic...............cccccceeeeveevuieeeeenennn, 6
1.6 Principio ativo de alguns quimioterapicos...........cccccvvvvviivnnnnnnnn. 6
1.7 Isobenzofuranonas avaliadas contra a linhagem celular K562... 7
1.8 Glicosideos triazolicos e aciclonucleosideos com atividade

contra diferentes linhagens de células cancerigenas................. 8
1.9 Anastrozol, farmaco utilizado no tratamento do céncer de

=3 0 = T PP 8
1.10 Flavondides, de origem natural ativos contra o virus da dengue

tIPO 2 (DENV-2). .. 9
1.11 Valores de IC5 de tiadiazoloacrilamidas contra o virus da

AeNQUE LIPO 2....eeee e 9
1.12 Compostos 1,2,3-triazélicos ativos contra o virus da dengue

L] 0 LS 10

Indandiona e compostos com nucleo indandiona....................... 11
1.14 Estruturas dos compostos triazolicos derivados da 6-

hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona descritos neste trabalho........... 13
1.15 Estruturas dos compostos triazolicos derivados da indan-1,3-

diona descritos neste trabalho.............ccccooe i, 14
1.16 Estruturas das isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas

avaliadas com respeito a atividade leishmanicida...................... 15
LISTA DE FIGURAS DO CAPITULO 2
2.1 Estruturas dos ésteres metanosulfonatos e rendimentos

alcancados nas suas Preparagoes........ccceeveeeeeeeieieeeeeeeiie e e eeeens 32
2.2 Estruturas das azidas A1-A10 e rendimentos alcancados nas

SUAS PreParaGOlEsS. ......ccevuuuueeeeiiiiieeeeeeeeetaaeeeeaeeeasaeeaeeeanneaaaaeens 34
2.3 Estruturas das azidas A11-A14 e rendimentos alcancados nas

SUAS PreParaGOlES. ......ccceuuuueeeeeiiiieeeeeeeeetaaaeeeeeeeasaeeaeeeanaa e eaaeens 35
24 Espectro no infravermelho (ATR) do composto 39..................... 40
2.5 Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 39...... 41
2.6 Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) do composto 39....... 42
2.7 Espectro no infravermelho (ATR) do composto 40..................... 45
2.8 Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDs0D) do composto 40.... 46
2.9  Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CD3;0OD) do composto 40..... 47
210 Espectro no infravermelho (ATR) do composto 41..................... 50
2.11 Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 41...... 51

viii



212
2.13
214
2.15
2.16

217
2.18
219
2.20
2.21
2.22
2.23

Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) do composto 41....... 52

Espectro no infravermelho (ATR) do composto 49..................... 84
Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 49...... 85
Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 49....... 86
Valores descritos de deslocamento quimico para vizinhos

aromaticos ao grupo metoxila...........oooevviiiiiiiiiiii e, 87
Espectro no infravermelho (ATR) do composto 42..................... 90
Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 42...... 91
Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) do composto 42....... 92
Espectro no infravermelho (ATR) do composto 67..................... 112
Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 67...... 113
Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 67....... 114
Valores descritos de constantes de acoplamento "°F-"°C......... 115

LISTA DE FIGURAS DO CAPITULO 3

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

Pagina
Estrutura da fosfoetalonamina.................cccoceeeeeieiii, 119
Triazdis com atividade contra o DENV e contra a protease
NS2B-NS3 dOWNV ...t 121

Perfil de dose-resposta obtido a partir dos dados obtidos nos
ensaios de avaliacdo da citotoxicidade dos compostos 43, 44,
47 e 48 frente as linhagens celulares HL60, Nalm6 e HepG2.... 126
Perfil de dose-resposta obtido a partir dos dados obtidos nos
ensaios de avaliagao da citotoxicidade dos compostos 56, 57 e
55, frente as linhagens celulares HL60 e HepG2........................ 128
Avaliacdo do efeito dos compostos 43-55 e 56-68 frente a
protease NS2B-NS3 do WNV. Foi utilizado o teste estatistico de

comparagdes multiplas one-way ANOVA, com valor de p<0,05... 129
Estruturas dos compostos que apresentaram atividade inibitoria
frente a protease NS2B-NS3 dOWNV........oeveiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 130

LISTA DE FIGURAS DO CAPITULO 4

4.1
4.2

4.3

4.4

4.5

Estrutura dos compostos 38, 71-80.............cccooviiiiiiiiiiiiiie, 134
Representagdo do possivel equilibrio ceto-endlico entre as
formas dicetbnica e ceto-endlica respectivamente, para o
(o70] 4] 010 1< (o T 4 JS U 135
Expansées da regido aromatica dos espectros de 'H-RMN em
acetona do composto 79 a diferentes temperaturas, tomando-
se como referéncia o hidrogénio H-3 préximo a 6,66 ppm......... 138
Expansdes da regido aromatica dos espectros de 'H-RMN em
DMSO do composto 79 a diferentes temperaturas, tomando-se
como referéncia o hidrogénio H-3 préximo a 6,59 ppm.............. 138
Expansdes da regido aromatica dos espectros de 'H-RMN em
metanol do composto 79 a diferentes temperaturas, tomando-
se como referéncia o hidrogénio H-3 proximo a 6,70 ppm......... 138



4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.1

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

417

4.20

4.21

Expansdes da regido alifatica dos espectros de 'H-RMN em
acetona do composto 79 a diferentes temperaturas. Os
hidrogénios 3’ e 5’ encontram-se proximos a 2,35 ppm..............
Expansdes da regido alifatica dos espectros de "H-RMN em
DMSO do composto 79 a diferentes temperaturas. Os
hidrogénios 3’ e 5’ encontram-se proximos a 2,27 ppm..............
Expansdes da regido aromatica dos espectros de 'H-RMN em
metanol do composto 79 a diferentes temperaturas. Os
hidrogénios 3’ e 5’ encontram-se proximos a 2,34 ppm..............
O aumento da temperatura favorece a rotagdo dos grupos ao
redor ligagdo C3-C1’ do composto 79, indicada pela seta
curva, levando a uma gradual equiparacdo do ambiente
magnético dos hidrogénios 3’ € 5.
Expansdo do espectro 'H-RMN do composto 79 em DMSO a
15 °C e a 25 °C, destacando-se o sinal alargado proximo a
11,5 ppm referente ao hidrogénio do grupo hidroxila..................
Expansao do espectro 'H-RMN do composto 79 em acetona a
0, 5 °C, 15 °C, 25 °C, 35 °C e 45 °C, destacando-se o sinal
alargado préximo a 10,4 ppm referente ao hidrogénio do grupo
RIAFOXIIA. ... e
Expansdo do espectro de APT do composto 79 em acetona a
15 °C, 25 °C e 45 °C. Destaque para C-1’ proximo a 110,3

expansao do espectro de APT do composto 79 em DMSO a 15
°C, 25 °C e 75 °C. Destaque para C-1’ proximo a 108,0 ppm....
expansao do espectro de APT do composto 79 em metanol a
15 °C, 25 °C e 55 °C. Destaque para C-1’ proximo a 110,1
0] 0] .2 TSP
Expansdo da regido alifatica do espectro de C-RMN do
composto 79 em acetona a 15 °C, 25 °C e 45 °C. Destaque
para o sinal referente a C-3’ e C-5’ proximo a 47,6 ppm............
Expansdo da regido alifatica do espectro de “C-RMN do
composto 79 em DMSO a 15 °C, 25 °C e 75 °C. Destaque
para o sinal referente a C-3’ e C-5’ proximo a 46,5 ppm............
Expansdo da regido alifatica do espectro de C-RMN do
composto 79 em metanol a 15 °C, 25 e 55 °C. Destaque para
o sinal referente a C-3’ e C-5’ préximo a 47,9 ppm.........ccceuvveees
Representagdo ORTEP-3 do composto 79............ccoovvvviivvvvnnnnnn.
Parte do empacotamento cristalino visto ao redor do eixo c. As
linhas pontilhadas representam interagdes intermoleculares C-
H...O e O-H...O presentes no composto 79.........ccccevveieeeeeeeneenne.
Expansao da regido ndo aromatica do espectro de '"H-RMN do
composto 38 em acetona a diferentes temperaturas. Destaque
para o sinal referente a H-3 proximo a 6,24 ppm e H-1
ProXiMmO @ 4,24 PPM ..ot e e e a e e e e e e e eees
Expansao da regido ndo aromatica do espectro de '"H-RMN do
composto 38 em DMSO a diferentes temperaturas. Destaque
para o sinal referente a H-3 proximo a 6,25 ppm e H-1’
ProXimo @ 4,48 PPM...oiieeeieieeee e a e e

139

140

140

141

142

142

143

143

144

145

145

146
147

148

151



4.22

4.23

4.24

4.25

4.26

Expansdo do espectro '"H-RMN do composto 38 em DMSO a
diferentes temperaturas, destacando-se o sinal alargado
proximo a 13,3 ppm referente a H-7"........ooooviiiiiiiii
Espectros de APT do composto 38 em acetona, a diferentes
temperaturas (15 °C, 25 °C e 45 °C). E observado o sinal do
carbono 1’ préximo a 55,8 ppm e do carbono 3 préximo a 78,0

Espectros de APT do composto 38, em DMSO, a diferentes
temperaturas (15 °C, 25 °C e 75 °C). E observado o sinal do
carbono 1’ préximo a 55,1 ppm e do carbono 3 préximo a 77,5
0] 0] 1 1 PRSP P PSR
Espectros de ™C-RMN do composto 38 em acetona, a
diferentes temperaturas (15 °C, 25 °C e 45 °C). Séo
observados os sinais referentes aos carbonos 2’ e 7’ préximos
a 196,2 e 197,7 ppm, respectivamente..............cccccceeeieereeinnnnnnn..
Espectros de '“C-RMN do composto 38 em DMSO, a
diferentes temperaturas (15 °C, 25 °C e 75 °C). E observado
os sinais referentes aos carbonos 2’ e 7’ proximos a 195,7 e
197,1 ppm, respectivamente..............oooeiiiiiiiiiiiiieeees

LISTA DE FIGURAS DO CAPITULO 5

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

Parasito do género Leishmania. A esquerda, forma
promastigota e a direita forma amastigota.................ccccciiiinnee.
Atividade leishmanicida da isobenzofuranones 38, 71 a 74 e
77 a 80 contra a forma promastigota. Ensaios MTT foram
utilizados para avaliar a viabilidade da forma promastigota de
L. infantum apos 24 h (A), 48 h (B) e 72 horas (C) de
tratamento. ... ..o
Resultado da avaliacao da citotoxicidade das
isobenzofuranonas 77 e 78 frente a macrofagos RAW. A
viabilidade celular foi avaliada apés 24 ho (A), 48 h (B) e 72 h
(C) de tratamento...........euueeiiiiieeii e
Avaliagdo da atividade leishmanicida dos compostos 77 e 78
contra macrofagos RAW infectados. As percentagens de
macrofagos infectados (A) e o0s numeros de formas
amastigotas intracelulares por 100 células (B) foram avaliadas.
Estruturas dos compostos 77 e 78 que apresentaram maior
eficiéncia nos ensaios de avaliagao de atividade leishmanicida.

Xi

152

153

153

154

154

Pagina

157

161

162

163

164



LISTA DE ESQUEMAS

LISTA DE ESQUEMAS DO CAPITULO 2

2.1
2.2

2.3

24

2.5

2.6

2.7

2.8

29

2.10

211

Representagao geral de uma tipica reagao click........................
Reacao de cicloadigao [3+2] 1,3-dipolar de Husgein levando a
formagdo dos regioisbmeros triazolicos 14 e 1,5-
AiSSUDSHIIUIOS.....ccoeiie e
Ciclo catalitico como proposto por Sharpless e colaboradores
para a reagao de cicloadigao [3+2] 1,3-dipolar catalisada por
CODIE(]) e
Ciclo catalitico proposto por Worrell e colaboradores para a
reacao de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisada por cobre(l)...........
Analise retrossintética relacionada a sintese dos 1,2,3-triazois

Proposta  mecanistica para a obtencdo da 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (40).............ccoooviiiiiiiiiiciceennn.
Proposta mecanistica para a obtencdo da 6-(prop-2-
iniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (41)........ccccoeeeiiieieiiiiiiiiieeiis

Reacéo “click” entre a isobenzofuran-1(3H)-ona 41 e diferentes
azidas benzilicas para a preparagéo dos compostos 43-55.......
Sequéncia de reagdes envolvidas na preparacido das azidas

Sintese das azidas A11-A14 a partir dos brometos de 4-
metilbenzila (A11), 2-bromobenzila (A12) e 3-bromobenzila

Sintese do composto 42 e proposta mecanistica de sua
fOrMAGAOD.. ...
Reacdo CuAAC utilizada para a obtencdo dos compostos
triazolicos 56-68.............ouuiiiiiiiiiie e

Xii

24

25

37

38

43

48

54

68

68

87

88

94



LISTA DE TABELAS

LISTA DE TABELAS DO CAPIiTULO 3
Pagina
3.1 Valores de 1Csy (UM) obtido quando diferentes linhagens
celulares foram tratadas por 48 horas com compostos 43 a
Bt a e e e e e e e e e e e 125
3.2 Valores de ICs9 (M) obtido quando diferentes linhagens
celulares foram tratadas por 48 horas com compostos 56 a
B8 e e e e e e e e e e e e e e e 127

LISTA DE TABELAS DO CAPITULO 4

Pagina
4.1 Atribuigdes dos atomos de hidrogénio e carbono do composto
79 em acetona, metanol e DMSO deuterados...........ccccceeeenee.... 137
4.2 interacdes intra e intermolecular presentes no composto 79...... 148
4.3 Estimava das energias das ligagbes de hidrogénio assistidas
por ressonancia Eng — Enng, €M KJ.mMOI e, 149
4.4 Atribuicbes dos atomos de hidrogénio e carbono do composto
38 em acetona e DMSO deuterados...........cceeeeeeeeeeiiiiieiciiiiiinnnns 150
CONSIDERAGOES FINAIS...... ..ot 166
ANEXO |1 ESPECEIOS. ...t 168
ANEXO II: PUDIICAGOES..........cco oo 241

Xiii



LISTA DE ABREVIATURAS

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio)
MCF7 Cancer de mama

CuAAC Cicloadicao 1,3-dipolar entre um alcino terminal e

uma azida organica

CDClI; Cloroférmio deuterado

J Constante de acoplamento escalar
CCD Cromatografia em camada delgada
DMSO Dimetil sulfoxido

d Dupleto

dap Dupleto aparente

dd Dupleto duplo

o Deslocamento quimico

DMSO Dimetil sulfoxido

DMSO-ds Dimetil sulféxido deuterado

EM Espectrometria de massas

Rg¢ Fator de retencao

NIH3T3 Fibroblasto normal murino

HepG2 Hepatocarcinoma humano

Hz Hertz

v Infravermelho

Jukat Leucemia aguda de células T

Xiv



HL60
NALM6
m/m
m/v
MHz

RPMI

B16-F10
CD3s0OD
m

P.A.

ppm

m/z
ATR
RMN de C

RMN de 'H

sl
SFB
t.a.

Ts

Leucemia mieloide aguda
Leucemia linfoide aguda
Massa/massa
Massa/volume
Megahertz

Meio para crescimento celular

Memorial Institute
Melanoma murino
Metanol deuterado
Multipleto

Para analise

Partes por milh&do
Quarteto

Razao massa/carga

Reflectancia Total Atenuada

Roswell Park

Ressonancia magnética nuclear de carbono-13

Ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio

Simpleto

Simpleto largo

Soro fetal bovino
Temperatura ambiente
Temperatura de fusao

Tripleto

XV



tap Tripleto aparente

viv Volume/volume
DENV Virus da Dengue
WNV Virus do Oeste do Nilo (West Nile Virus)

XVi



RESUMO

PEREIRA, Wagner Luiz, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Outubro de
2016. Sintese de Isobenzofuranonas e Indan-1,3-dionas: Aspectos
Estruturais e Avaliagcao das Atividades Citotéxica, Leishmanicida e
Inibitéria da protease NS2B-NS3 do West Nile Virus (WNV). Orientador:
Robson Ricardo Teixeira.

O presente trabalho objetivou a sintese e a avaliagdo das atividades
citotoxica e inibitéria da protease NS2B-NS3 de um grupo de
isobenzofuranonas e indan-1,3-dionas contendo porcdes triazélicas em suas
estruturas. Na Parte | do trabalho, descreve-se a sintese de treze
isobenzofuranonas e treze indan-1,3-dionas contendo porgdes triazélicas. Os
compostos preparados ainda nao foram descritos na literatura e a etapa chave
envolvida em suas sinteses correspondeu a reacgao “click” ou reagao CuAAC
(reacao de cicloadicao (C) entre um Alcino (A) e uma azida (A) catalisada por
cobre (Cu)). Os compostos foram obtidos em rendimentos sinteticamente uteis
variando de 43% a 97%. Todos os triazdis foram caracterizados utilizando-se a
espectroscopia no IV, de RMN de 'H e de ®C. Ensaios in vitro revelaram que
alguns dos triazois sintetizados demonstraram possuir atividade moderada
contra linhagens de células cancerigenas. A substancia 6-((1-(4-
(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)  isobenzofuran-1(3H)-ona,
por exemplo, apresentou valores de ICsy de 51,19 e 16,26 umol L™ frente as
linhagens celulares HL60 (leucemia mieloide aguda) e Nalm6 (leucemia linfoide
aguda), respectivamente. Os triazois também foram avaliados quanto a
capacidade de inibir a protease NS2B-NS3 do West Nile Virus (WNV) sendo

que na concentragao de 16,6 uM, um total de seis dos compostos sintetizados

apresentaram porcentagens de inibigdo variando de 4% a 22%.
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Na parte Il do presente trabalho foi realizada uma investigagdo do equilibrio
ceto-endlico de isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas. Estudos de RMN em
diferentes condigdes revelaram que as isobenzofuranonas avaliadas
encontram-se na forma endlica. Entretanto, observou-se que as formas
cetbnica e endlica da 2-(1,3-diidro-3-oxo-1-isobenzofuranil)1H-indano-1,3(2H)-
diona coexistem em equilibrio quando esta substancia encontra-se solubilizada
em acetona e em DMSO. Nota-se que para esse composto em acetona a
forma cetbnica constitui 34% da mistura e em DMSO 51%. Também
relacionado ao tautomerismo ceto-endlico, o estudo por difragdo de raio-X
demonstrou a existéncia de ligagdes de hidrogénio assistidas por ressonéancia
(RAHB) no empacotamento cristalino da 3-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxocicloex-1-
enil)isobenzofuran-1(3H)-ona. Ainda na Parte Il desse trabalho, um total de
nove isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas tiveram sua atividade
leishmanicida avaliada contra Leishmania (L.) infantum chagasi. Todos o0s
compostos se mostraram toxicos ao parasito, alguns com inibicées de 100% da
viabilidade da forma promastigota na concentracdo de 100 pmol L. Além
disso, os compostos 3-(2,6-diidroxi-4-isopropylfenil)isobenzufran-1(3H)-ona e 3-
(2,6-diacetoxi-4-isopropilfenil)isobenzofuran-1(3H)-ona apresentaram na
concentracdo de 75 pmol L™ significativa atividade contra a forma amastigota

do parasito.
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ABSTRACT

PEREIRA, Wagner Luiz, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2016. Synthesis of Isobenzofuranones and Indan-1,3-diones: Structural
Aspects and Evaluation of Cytotoxic, Leishmanicide, and NS2B-NS3 West
Nile Virus Protease Inhibitory Activities. Adviser: R6bson Ricardo Teixeira.
The present investigation aimed the synthesis of isobenzofuranones and
indan-1,3-diones containing triazolic portions in their structures. The
synthesized compounds had their cytotoxic and NS2B-NS3 West Nile Virus
protease inhibitory activities evaluated. In Part | of this study, it is described the
preparation of thirteen isobenzofuranones and thirteen indan-1,3-diones, both
containing triazolic functionalities. The key step involved in the synthesis of
these substances corresponded to the click reaction also known as CuAAC
reaction (Copper-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition reaction). The synthesized
triazoles have not been described in the literature, and they were obtained in
synthetically useful yields ranging from 43% to 97%. The prepared compounds
were characterized using IR and 'H and "*C NMR spectroscopies. In vitro
biological assays carried out with the triazolic isobenzonfuranones and indan-
1,3-diones revealed that some of them display moderate activity against cancer
cell lines. For instance, the compounds 6-((1-(4-(trifluoromethoxy)benzyl)-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)isobenzofuran-1(3H)-one showed I[Cs, values of
51.19 and 16.26 pmol L™ against HL60 (acute myeloid leukemia) and Nalm6
(acute lymphocytic leukemia), respectively. The triazoles were also evaluated
for the ability to inhibit the NS2B-NS3 West Nile Virus (WNV) protease. At the
concentration of 16.6 pymol L, a total of six of the synthesized compound

showed inhibitory effects ranging from 4% to 22%.
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In Part Il, it is described the results of the investigation of the keto-enol
equilibrium of C-3 functionalized isobenzofuranones. NMR studies conducted at
different conditions showed that enol forms is solely observed in the equilibrium.
However, the keto and enol forms coexist in the equilibrium when the
compound 2-(1,3-dihydro-3-oxo-1-isobenzofuranyl)1H-indane-1,3(2H)-dione is
dissolved in acetone and in DMSO. When dissolved in acetone, 34% of keto
form is present in the equilibrium whereas in DMSO it corresponds to 51%. Also
related to the keto-enol tautomerism, the investigation of the structure of 3-(2-
hydroxy-4,4-dimethyl-6-oxocicloex-1-enyl) isobenzofuran-1(3H)-one by X-ray
diffraction showed the existence of hydrogen bonding assisted resonance
(RAHB) in the crystal packing of this compound. It is also described in Part Il
the results concerning the evaluation of leishmanicide activity of nine C-3
functionalized isobenzofuranones against Leishmania (L.) infantum chagasi. All
compounds were effective in reduction the viability of promastigote form of the
parasite. Some of the compounds reduced completely parasite viability at 100
umol L. Compounds 3-( 2,6-dihydroxy-4-isopropylphenyl)isobenzofuran-1(3H)-
one and 5-isopropyl-2-(3-oxo-1,3-dihydroisobenzofuran-1-yl)-1,3-phenylene
diacetate also presented significant activity against amastigote form of the

parasite at 75 pmol L.
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CAPITULO 1
1.1 APRESENTAGCAO

Heterociclos sdo compostos que possuem como caracteristica estrutural
a presenca de ciclos contendo um ou mais heteroatomos (atomos diferentes do

carbono, como N, S, O, Se, P, Si, B e As).

As substancias de natureza heterociclica desempenham papel
importante nas industrias farmacéutica e agroquimica. Varios farmacos e
agroquimicos, alguns deles mostrados na Figura 1.1, possuem por¢des

heterociclicas em suas estruturas.
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Camptotecina Artemisinina Penicilina Aciclovir
4 (5) (6) @
Figura 1.1 - Exemplo de farmacos e agroquimicos contendo porgdes

heterociclicas em suas estruturas.

A azoxistrobina (1), comercializada pela Syngenta, € um fungicida
sistémico pertencente ao grupo das estrobilurinas e que possui agao

preventiva, curativa e antiesporulante para diversas culturas tais como alface,



algodédo, alho, aveia, banana, batata e café. Além disso, este agroquimico
possui baixa toxicidade para mamiferos (BAGI, et al., 2014). O tiametoxam (2)
(Figura 1.1, pg. 1) é um inseticida de amplo espectro e pertencente a familia
dos neonicotindides, sendo utilizado para o controle de insetos nas culturas de
soja, e canade-agucar, algoddo, amendoim, arroz e batata (CASTRO, 2006). O
imazapic (3), uma imidazolinona, é indicado para o controle de plantas
infestantes nas culturas de amendoim e cana-de-agucar (MARTINI, et al.,
2013). A camptotecina (4) (Figura 1.1, pg. 1) € um farmaco com propriedades
antiproliferativas e empregado no tratamento de alguns tipos de céncer
(PINTO, et al., 2002). Isolado pela primeira vez por pesquisadores chineses em
1972, a artemisinina (5) (Figura 1.1, pg. 1) € uma lactona sesquiterpénica
apresentando atividade antimalarica (DELFINO et al., 2002). Descoberta ao
acaso em 1928 por Fleming, a penicilina (6) (Figura 1.1, pg. 1), hoje um dos
antibioticos mais populares, € prescrita para o tratamento de diversas doencas
infecciosas (CALIXTO e CAVALHEIRO, 2012). Ja o aciclovir (7) (Figura 1.1,
pg. 1) € um antiviral utilizado, por exemplo, no tratamento da herpes tipo-1

(BRANDI et al., 2009).

Os heterociclos apresentados na Figura 1.1 (pg. 1) sdo oxigenados e
nitrogenados. De fato, a grande maioria dos compostos de natureza

heterociclica contém atomos de oxigénio ou nitrogénio em suas estruturas.

Uma importante classe de compostos heterociclicos nitrogenados sao os
azoéis. Dentre esta classe, os triazdis (azdis que possuem trés atomos de
nitrogénio) tém despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa devido

as suas aplicagdes que vao desde a fabricagcao de explosivos até a sintese de



agroquimicos e farmacos. A seguir serdo descritos exemplos que procuram

ilustrar o potencial farmacolégico de compostos triazélicos.

As doencgas parasitarias representam um importante problema de saude
publica. Dentre estas doengas, mencionam-se a leishmaniose. Atualmente, néo
se dispbée de uma vacina contra leishmaniose humana e o tratamento desta
patologia é baseado na quimioterapia (PAPADOPOULOU, et al., 2012). Os
medicamentos de primeira linha empregado no seu tratamento sdo os
antimoniais pentavalentes, entre os quais os mais usados sao o antimoniato de
N-metil-meglumina e o estibogluconato de sédio (estruturas 8 e 9, Figura 1.2).
Quando os antimoniais ndo surtem efeito, medicamentos como a pentamidina e
a anfotericina B (10 e 11, Figura 1.2) também s&o utilizados. Entretanto, todos
estes medicamentos apresentam problemas relacionados aos seus usos tais

como elevadas toxicidade e custo.
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Figura 1.2 — Principio ativo de medicamentos utilizados no tratamento da
leishmaniose.



Dentro deste contexto, a busca por novos agentes quimioterapicos para
o tratamento da leishmaniose tem recebido atencéo de varios pesquisadores e
a investigagcdo conduzida por FERREIRA e colaboradores (2007), demonstrou
que os 1,2,3-triazbis da 12 e 13 (Figura 1.3) possuem significativa atividade

contra Leishmania amazonensis.

N CHO CHF,
. N
N N
(12) (13)
ICsq L.amazonensis = 2,8 uM ICsy L.amazonensis = 2,6 UM

Figura 1.3 — Triazdis com atividade contra Leishmania amazonensis.

Outra importante doenga parasitaria € a Doenga de Chagas cujo agente
etiolégico é o Tripanosoma cruzi. Na Figura 1.4 (pg. 5) sdo apresentadas as
estruturas dos compostos nifurtimox (14) e benznidazol (15). Na tentativa de
uma quimioterapia mais eficiente podemos ressaltar duas drogas tripanocidas
nitroheterociclicas. O composto 14 ja foi utilizado no tratamento da Doenca de
Chagas; entretanto, devido a sua baixa eficacia e inumeros efeitos colaterais,
ele foi retirado do mercado em 2001 (MUELAS, et al., 2001). O segundo
farmaco, o benznidazol (15), ainda € comercializado como quimioterapico, mas

apresenta elevada toxicidade e espectro de agao limitado (DIAS, et al., 2009).



Deste modo, estudos vem sendo desenvolvidos para encontrar quimioterapicos

mais adequados ao tratamento da Doenga de Chagas.

i
e et @kf

Nifurtimox Benznldazol
(14) (15)

Figura 1.4 — Estruturas do nifurtimox (14) e benznidazol (15).

Compostos triazdlicos também apresentaram importantes atividades
contra o T. cruzi conforme descrito por PAPADOUPOLOU e colaboradores
(2012). Dentre uma série de compostos avaliados, os derivados triazélicos 16,
17 e 18 (Figura 1.5, pg. 6) mostraram resultados significativos contra o
protozoario causador da Doenca de Chagas. Levando-se em consideragao que
os protozoarios causadores da Doenga de Chagas e da leishmaniose
pertencem a mesma familia, Trypanosomatidae, os compostos 16, 17 e 18
(Figura 1.5, pg. 6) também foram avaliados contra Leishmania donovani
axenic. Neste caso, a eficiéncia dos compostos foi inferior aquela observada

contra T. Cruzi.
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Figura 1.5 — Triaz6is com atividade contra os protozoarios Trypanosoma cruzi
e Leishmania donovani axenic.

Compostos heterociclos também s&o alvo de estudos visando o
tratamento do cancer. Alguns quimioterapicos classicos apresentam compostos
heterociclicos como principio ativo. E o caso, por exemplo, do etoposideo (VP-
16), da doxorrubicina e do taxol (estruturas 19, 20 e 21, respectivamente,

Figura 1.6).

Doxorrubicina
(19)
Etoposideo (VP-16) (21)

(20)

Figura 1.6 — Principio ativo de alguns quimioterapicos.



Estudos realizados por TEIXEIRA'" e colaboradores (2013),
demonstraram que alguns heterociclos, mais especificamente as
isobenzofuranonas 22 e 23 (Figura 1.7), apresentaram maior habilidade de
diminuir a atividade metabdlica de células de leucemia mieldide (células K562)
quando comparados ao ja conhecido etoposideo (VP-16) utilizado como

controle positivo que para células K562 apresentou ICso de 7,12 pmol L.

') 0O
(e (L
OAc OH
o v
IC50 K562 = 1,71 puM L™ IC50 K562 =2,79 pM L™
(22) (23)

Figura 1.7 — Isobenzofuranonas avaliadas contra a linhagem celular K562.

Dentre um numero variado de heterociclos avaliados como possiveis
quimioterapicos para o tratamento do cancer, pode-se mencionar exemplos de
derivados triazolicos, como os compostos glicosilados (24) (HAGER, et al.,
2000) e aciclonucleosideos (25) (SARAVANAN e YUSUFF, 1996), Figura 1.8
(pg. 8). Estas substancias em concentragdes de até 10 mol L™ apresentaram
atividade contra linhagens de células cancerigenas de leucemia, melanoma, de
cancer de utero, de ovario, de prostata, renal, de mama, de cérebro e de

pulmao.
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Figura 1.8 - Glicosideos triazolicos e aciclonucleosideos com atividade contra
diferentes linhagens de células cancerigenas.

Ainda em relagdo ao tratamento do cancer, outro triazol que merece
destaque é o anastrozol (26, Figura 1.9). Conhecido pelo nome comercial de
Arimidex, o anastrozol é utilizado no tratamento e prevencdo do cancer de

mama.

<P
N
(26)
Anastrozol

Figura 1.9 — Anastrozol, farmaco utilizado no tratamento do cancer de mama.

Heterociclos também se mostraram ativos contra o virus da dengue. Na
revisdo publicada por TEIXEIRA? e colaboradores (2014), descreve-se que

alguns heterociclos, como os flavonoides 27 e 28 de origem natural séo



ilustrados na possuem relevante atividade contra o virus da dengue (Figura

1.10).

OH O OH O
ICsp DENV-2 = 35,7 uML"! ICso DENV-2 = 52,6 pML™!
(27) (28)

Figura 1.10 — Flavonodides, de origem natural ativos contra o virus da dengue
tipo 2 (DENV-2).

Derivados heterociclicos nitrogenados também tém sido descritos na
literatura apresentando atividade contra o virus da dengue. LIU e
colaboradores (2014) sintetizaram uma série de tiadiazoloacrilamidas e
algumas destas substancias apresentaram relevante atividade contra o virus da

dengue tipo 2 (29, Figura 1.11).
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Figura 1.11 — Valores de IC5, de tiadiazoloacrilamidas contra o virus da
dengue tipo 2.



Na literatura sdo descritos exemplos de compostos 1,2,3-triazélicos que
apresentam atividade contra virus da dengue. Ensaios in vitro (ARAVAPALLI,
et al., 2012) indicaram que o composto 30 (Figura 1.12) apresenta atividade
antiviral contra DENV-2. Os triazois 31 a 35 (Figura 1.12), que foram
sintetizados nos trabalhos de TIEW e colaboradores em 2012, também tiveram

notavel atividade contra o mesmo tipo de virus.

&Q Q{%f @LWNH ”Y
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(33) (34) (35)

IC50 DENV-2 = 3,48 uM

(32)

ICso DENV-2 = 4,45 uM IC50 DENV-2 = 4,59 uM

Figura 1.12 — Compostos 1,2,3-triazdlicos ativos contra o virus da dengue tipo-
2.

Uma classe importante de substancias sdo os derivados da indandiona
(36, Figura 1.13, pg. 11). Apesar de n&o apresentar natureza heterociclica, a
indandiona, disponivel comercialmente, € um composto versatil para ser
utilizado em reagdes quimicas por possuir dois hidrogénios acidicos localizados

entre as duas carbonilas. Além disso, diversas atividades biolégicas séo
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conhecidas para estes compostos. Por exemplo, no trabalho de
JEYACHANDRAN e RAMESH (2011), a indadiona foi funcionalizada
fornecendo compostos (37, Figura 1.13) que demostraram possuir atividade
antibacteriana em ensaios contra as bactérias Staphylococus aureus e
Escherichia coli. Além disso, a indandiona pode facilmente ser funcionalizada
fornecendo compostos com substituintes heterociclicos que podem apresentar
atividades atrativas. A investigagdo conduzida por TEIXEIRA® e colaboradores
(2013) demonstrou que derivado da indadiona (38, Figura 1.13) foi capaz de
reduzir significativamente a taxa de transporte de elétrons em cloroplastos
isolados de folhas de Spinacia oleracea. Em outro trabalho (TEIXEIRA1, et al.,
2013) este mesmo composto (38, Figura 1.13) demonstrou possuir atividade

antiproliferativa contra as linhagens celulares K562 e U937.

oo

(36)

n=0

aVa

R = H, CH3, OCH3, Br, Cl, NO,
(37)

o

Figura 1.13 — Indandiona e compostos com nucleo indandiona.

1.2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Com base nos relatos da literatura, € evidente o potencial farmacoldgico
de compostos triazdlicos como possiveis novos agentes para o tratamento de
doencas como a leishmaniose, o cancer e no combate ao virus da dengue.

Além disso, conforme descrito anteriormente, a indandiona e as

11



isobenzofuranonas sido substancias que apresentam importantes atividades
biolégicas. Assim, a Parte | do presente trabalho teve como objetivo, a sintese,
langando mao da reagado “click” (reacdo CuAAc) como etapa chave, e
caracterizagdo estrutural de compostos triazélicos inéditos derivados da 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (Figura 1.14, pg. 13) e da indan-1,3-diona
(Figura 1.15, pg. 14), além da avaliacdo de suas bioatividades (citotoxica e

inibitéria da protease do West Nile Virus).
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Figura 1.14 - Estruturas dos compostos triazolicos derivados da 6-

hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona descritos neste trabalho.
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Figura 1.15 — Estruturas dos compostos triazolicos derivados da indan-1,3-
diona descritos neste trabalho.



A escassez de medicamentos mais adequados para tratamento da
leishmaniose motivou, na Parte Il do presente trabalho, a avaliagdo da
atividade leishmanicida de isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas cujas

estruturas séo apresentadas na Figura 1.16.

Figura 1.16 — Estruturas das isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas avaliadas
com respeito a atividade leishmanicida.

Visto que importantes propriedades biolégicas podem estar diretamente

relacionadas ao tautomerismo ceto-endlico, ainda na Parte Il deste trabalho
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sdo descritos os resultados alcangados com respeito a investigacdo do

equilibrio ceto-endlico de isobenzofuranonas apresentando porgdes 1,3-dionas.

Com o intuito de ampliar os conhecimentos a respeito da estrutura de
isobenzofuranonas, uma investigacao por difragdo de raios-X da estrutura
cristalina da substancia 3-(2-hidroxi-4,4-dimetil-6-oxocicloex-1-
enil)isobenzofuran-1(3H)-ona foi realizada e descrita neste trabalho de

doutoramento.
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Parte |
CAPITULO 2

Sintese de 1,2,3-triazois derivados da indan-1,3-diona e da 6-
metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona

2.1. REAGOES CLICK

Um aspecto importante na moderna sintese organica € o
desenvolvimento de reagdes que envolvam simples processos de elaboragao,
numero reduzido de reacdes secundarias, que fornegcam conexdes quimicas
precisas e proporcionem elevados rendimentos. Neste contexto se enquadram

as chamadas reacgdes “click”.

Segundo Sharpless, para ser caracterizada como reacgéo “click”, ela
deve ser rapida, ser regioespecifica e produzir produtos secundarios
inofensivos, que possam ser removidos preferencialmente sem uso de técnicas
cromatograficas. Uma reacgao “click” também deve ser realizada sem solventes
ou que estes apresentem baixa toxicidade, usar materiais de partida estaveis e
de simples obtengcdo e nao necessitar de cuidados especiais, ou seja,
idealmente o processo nao deve ser sensivel ao oxigénio e a umidade

(FREITAS et al., 2011).

Diferentes processos enquadram-se no conceito de reacgao “click” como,
por exemplo, os processos de abertura nucleofilica de epdxidos, as adigdes
conjugadas para formar ligagbes carbono-carbono (como as adigbes de
Michael que correspondem a adicdo de um carbanion ou enolato a
um composto carbonilico a,B-insaturado) e a reagdao de Diels-Alder que
corresponde a uma cicloadigao [4+2].
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Dentre as reagdes que estdo no escopo da ideologia “click” proposta por
Sharpless, a reagdo CuAAC que consiste numa cicloadi¢do (C) 1,3-dipolar
entre um alcino terminal (A) e uma azida organica (A) catalisada por cobre
(Cu(l)), com formagédo regioespecifica de 1,2,3-triazdis-1,4-dissubstituidos
(Esquema 2.1) é a que melhor engloba todos os pré-requisitos dessa
metodologia sintética, tanto que hoje tipicamente a conhecemos como reagéo

click (FREITAS et al., 2011).

Esquema 2.1 - Representagao geral de uma tipica reagao click.

A cicloadi¢ao de azidas com alcinos para formar triazois foi, inicialmente,
realizada na auséncia de catalisadores, conforme descrito por Husgein. No
entanto, na auséncia de um catalisador adequado, este tipo de reacédo
normalmente é lenta, exige temperaturas elevadas, baixos rendimentos sao
alcangados, e geralmente resulta em uma mistura de regioisdmeros 1,4 e 1,5-
dissubstituidos, conforme ilustrado no Esquema 2.2 (pg. 22), numa proporgao

aproximada de 1:1 (CHATURVEDI et al., 2011).

21



NN R N
N/ N A N=— \ 1 N% 1
> A N—R, + N—R,
— ~_
R4

o
N——=N N R

4 N_R2
\
R4 —_— R4

f‘\

_® N¢N\ 1
N==N—N—R, N—FR,
) =

— R, >
R4

Esquema 2.2 - Reacédo de cicloadi¢do [3+2] 1,3-dipolar de Husgein levando a
formacao dos regioisdmeros triazélicos 1,4 e 1,5-dissubstituidos.

O processo corresponde a uma cicloadigao [3+2] 1,3-dipolar. Assim, o
dipolardfilo (alcino) reage de maneira concertada com um composto 1,3-
dipolar, neste caso uma azida, produzindo um heterociclo de cinco membros.
Dai o processo ser designado de [3+2] pois envolve dois atomos do dipolardfilo
e trés do composto 1,3-dipolar (TASDELEN e YAGCI, 2013). Em termos das
azidas, menciona-se que Linus Pauling foi o pioneiro na descricao da estrutura
destas substancias, relatando em 1933 a estrutura da metil azida (BROCKWAY

e PAULING, 1933).
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Os grupos de Sharpless e Medal (ROSTOVTSEV, et al.,, 2002;
TORNOE, et al.,, 2002) descobriram que a utilizagdo de cobre(l) como
catalisador favorece a formacédo do regioisbmero 1,4. Assim, este processo
catalitico em cobre, que na verdade € uma reagdo de Huisgen, hoje €&

tipicamente descrito na literatura como reagao CUAAC ou reagao “click”.

O Esquema 2.3 (pg. 24) traz a proposta de Sharpless (ROSTOVTSEV, et
al., 2002)e colaboradores para o ciclo catalitico da reagdo CuAAC. Na etapa A
tem-se a adicdo do cobre ao alcino terminal que perde um préton para a
formacgao do acetileto de cobre. Em seguida o acetileto de cobre se coordena a
azida organica formando o complexo azida-acetileto na etapa B1. Na etapa B2
tem-se a formacédo do complexo ciclico de cobre que, na etapa B3, sofre uma
contragao do anel dando origem ao complexo IV. Na ultima etapa, o complexo
IV captura um proton do meio reacional liberando o cobre em seu estado

reativo in situ dando origem ao triazol que € o produto final da reagao click.
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Esquema 2.3 - Ciclo catalitico como proposto por Sharpless e colaboradores
para a reagao de cicloadi¢ao [3+2] 1,3-dipolar catalisada por cobre(l). Adaptado

de HIMO e colaboradores, 2005.

Mais recentemente, Worrell e colaboradores (2013) relataram uma nova

proposta de ciclo catalitico para as reacbes CuAAC. Nessa proposta

(Esquema 2.4, pg. 25) dois atomos de cobre se coordenam ao alquino, em

contraste com a proposta de Sharpless (Esquema 2.3) em que apenas um

atomo de cobre se coordena ao alquino ao longo do ciclo catalitico.
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Esquema 2.4 - Ciclo catalitico proposto por Worrell e colaboradores para a
reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por cobre(l). Adaptado de
WORRELL e colaboradores, 2013.

Na etapa inicial dessa nova proposta tem-se a coordenacdo do Cu(l)
com o alcino terminal. Esta etapa do ciclo facilita a desprotonacao do alcino em
meio aquoso, pois 0 pKa do hidrogénio terminal passa de 25 no alcino livre
para 9,8 no alcino coordenado ao cobre. Em seguida, mais um atomo do Cu(l)
se coordena a ligacdo tripla, dando origem ao alquineto de cobre. Na etapa
posterior ocorre uma coordenagdo com a azida organica para formagéo do
complexo azida-alquineto; esta etapa é endotérminca e possui energia de
ativacdo de 15 KJ mol™” contra 26 KJ mol™ da reacdo n3o catalisada. Isto
explica o aumento de velocidade da reacdo CuAAC comparado a reacao de
Huisgen. Nesta etapa também € importante ressaltar que o cobre atua

aumentando a nucleofilicidade do carbono g-alquilidénico e aumentando a
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eletrofilicidade do nitrogénio terminal, favorecendo assim a formagdo do
metalociclo na etapa seguinte. A contragdo do metalociclo com a saida de um
atomo de Cu(l) da origem a triazoila de cobre que, por protondlise, forma o
1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido  concomitantemente a regeneragdo do

catalisador (WORRELL et al., 2013).

Descreve-se neste capitulo a sintese e a caracterizacdo de uma série de
1,2,3-triazbis derivados da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (Figura 1.14, pg.
13) e da idan-1,3-diona (Figura 1.15, pg. 14). A etapa chave envolvida na
preparacao destas substancias correspondeu a reacéo “click” (reagcdo CuAAC)
entre azidas benzilicas e derivados propargilados da 6-metoxiisobenzofuran-
1(3H)-ona e da indandiona. No total, vinte e seis derivados triazolicos, ainda

nao descritos na literatura, foram sintetizados.

2.2. GENERALIDADES METODOLOGICAS

Foram utilizados reagentes de grau P.A. para a sintese dos compostos.

As substdncias acido 3-metoxibenzdico, indan-1,3-diona, alcool
benzilico, alcool 4-fluorobenzilico, alcool 4-clorobenzilico, alcool 4-
bromobenzilico, alcool 4-iodobenzilico, alcool 4-nitrobenzilico, alcool 4-
metoxibenzilico, alcool 4-trifluorometoxibenzilico, alcool 4-trifluorobenzilico,
alcool 2,3-difluorobenzilico, brometo de 2,4-difluorobenzila, brometo de 4-
metilbenzila, brometo de 2-bromobenzila, brometo de 3-bromobenzila, sulfato
de cobre pentaidratado, ascorbato de sédio, brometo de propargila (80% em
tolueno), cloreto de mesila, e azida de sédio foram adquiridas comercialmente

da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos) e utilizados sem prévia
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purificacdo. Acetona, cloroférmio, diclorometano, acetato de etila, hexano,
cloreto de sédio, bicarbonato de sddio, carbonato de potassio, trietilamina,
acido aceético, acido cloridrico, acido bromidrico (solugdo aquosa a 48% em
massa), formaldeido (solugdo aquosa a 37% em massa), e dimetilsulfoxido
foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

Os processos de secagem do diclorometano e da trietilamina foram
realizados agitando-se a mistura destes compostos com peneira molecular 4A
por 24 horas e sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida foi realizada uma
filtracdo e o filtrado foi armazenado sob atmosfera de nitrogénio em um frasco
ambar contendo peneira molecular 4A.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio. Apds a elui¢do, as placas de CCD foram observadas sob luz
ultravioleta (A = 254 nm) e reveladas com solu¢do de permanganato de
potassio (3 g de KMnOy4, 20 g de Ky,COs3, 5 mL de NaOH 5% m/v, 300 mL de
agua).

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 purificagéo.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 MHz) e de carbono (RMN de C, 75 MHz) foram obtidos em um
espectrdbmetro VARIAN MERCURY 300. Foram utilizados como solventes
cloroférmio (CDCl3), dimetilsulfoxido (DMSO-ds) e metanol (CD3;OD)
deuterados. As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em

Hertz (Hz).

27



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.

A sintese do composto 40 foi conduzida em aparelho de microondas

CEM Discover System.

2.2.1. SINTESES

2.2.1.1.Sintese da 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona* (39)

5 3 OCHj
(39)

A um baldo de fundo redondo de 200 mL, contendo uma barra de
agitacdo magnética, foram adicionados o acido 3-metoxibenzéico (5,00 g; 32,9
mmol) juntamente com 3,50 mL de solugdo aquosa de formaldeido, 5,50 mL de
HCI concentrado e 12,0 mL de acido acético. A solugao resultante foi mantida
sob agitagdo magnética a temperatura de 90 °C por 16 horas. Decorrido este
periodo, a analise da mistura por CCD mostrou que o acido 3-metoxibenzdico
havia sido completamente consumido. O volume da solucdo foi, entao,
reduzido em evaporador rotativo e em seguida foi adicionada uma solugao

saturada de bicarbonato de potassio até pH aproximadamente 6. A fase

*A numeracdo da estrutura ndo corresponde aquela recomendada pela nomenclatura da IUPAC. 28



aquosa resultante foi extraida com acetato de etila (3 x 30,0 mL). Os extratos
organicos foram reunidos e a fase orgénica resultante foi seca com sulfato de
sodio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O material resultante
foi purificado por recristalizagao utilizando como solvente acetona. O composto

39 foi obtido com 58% de rendimento (3,12 g; 19,0 mmol).

2.2.1.2.Sintese da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (40)

5 3 OH

(40)

A um baldo de fundo redondo de 200 mL, contendo uma barra de
agitacdo magnética, foram adicionados a 6-metoxiisobenzofuran1-(3H)-ona
(39, 0,400 g; 2,43 mmol) juntamente com 6,00 mL de HBr. A solucdo foi
colocada agitada magneticamente em aparelho de micro-ondas, programado
para o modo refluxo, por 30 minutos. Decorrido este periodo, a analise da
mistura por CCD mostrou que a 6-metoxiisobenzofuran1-(3H)-ona (39) havia
sido completamente consumida. O acido bromidrico (HBr) foi neutralizado com
bicarbonato de sédio. A mistura resultante foi transferida para um funil de
separacao e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 30,0 mL). Os
extratos organicos foram reunidos e a fase organica resultante foi seca com
sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O

composto 40 foi obtido com 55% de rendimento (0,201 g; 1,34 mmol).
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2.2.1.3.Sintese da prop-2-iniloxiisobenzofuran-1(3H)-ona (41)

A uma solugdo do composto 40 (0,500 g, 3,33 mmol) em acetona (40
mL) foi adicionado carbonato de potassio (0,920 g, 6,66 mmol) e 3-bromoprop-
1-ino (brometo de propargila, 0,364 mL, 4,00 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética e sob refluxo por 24 h. Apds resfriamento a temperatura
ambiente, foi adicionado a mistura agua gelada (50 mL). Concentrou-se a
mistura sob pressao reduzida para se remover a acetona e entdo a fase
aquosa foi extraida com acetato de etila (3x30 mL), lavada com solugéo
saturada de NaCl (1x15 mL), seca com sulfato de soédio anidro e concentrada
sob pressao reduzida. O composto 41 nao foi submetido a nenhum processo
subsequente de purificagao e foi obtido em 71% de rendimento (0,446 g, 2,37

mmol).

2.2.1.4. Sintese da 2,2-di(prop-2-inil)-1H-indano-1,3(2H)-diona (42)

(42)

A uma solugdo da indan-1,3-diona (0,146 g, 1,00 mmol) em agua (40

mL) foi adicionado hidréxido de potassio (0,140 g, 0,25 mmol) e 3-bromoprop-
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1-ino (brometo de propargila, 0,364 mL, 4,00 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacédo a 40 °C por 24 h. Apos resfriamento a temperatura ambiente, a reagéo
foi neutralizada com solugdo de HCI 0,1 mol L™'. A fase aquosa foi extraida com
acetato de etila (3x20 mL), lavada com solugcdo saturada de NaCl (1x15 ml),
seca (NaSO4) e concentrada sob pressao reduzida. O composto 42 néo foi
submetido a nenhum processo subsequente de purificacéo e foi obtido em 93%

de rendimento (0,207 g, 0,93 mmol).

2.2.1.5.SINTESE DOS ESTERES METANOSSULFONATOS

A um baldo de fundo redondo (100 mL) foram adicionados 20,0 mL de
diclorometano e o alcool benzilico comercial (1,0 equiv.). Fez-se, neste
momento, atmosfera inerte utilizando-se nitrogénio gasoso. A mistura foi
resfriada a -50 °C (por meio de banho de acetato de etila e nitrogénio liquido), e
entado, trietilamina (2,0 equiv.) foi adicionada. Em seguida, adicionou-se
lentamente a mistura de reacgao cloreto de mesila (1,5 equiv.) dissolvido em 1,0
mL de diclorometano sob agitacdo. Apds adicao deixou-se a reagao agitando
por um periodo de 2 horas e o término da mesma foi evidenciado por analise
de CCD, adicionaram-se 10,0 mL de agua destilada. A fase aquosa foi extraida
com diclorometano (3x20 ml) e os extratos organicos foram combinados. A fase
organica resultante foi lavada com solugdo aquosa de HCI 0,1 mol L™ (3 x 15,0
mL), seguida de solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sdédio (3 x 5,0

mL), seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sobre pressao
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reduzida para a obtencao do éster metanossulfonato Os ésteres sulfonatos ndo

foram submetidos a nenhum processo de purificagdo subsequente.

Os compostos S1-S10 foram sintetizados empregando-se a metodologia

descrita anteriormente.

Na Figura 21,

encontram-se representada as

estruturas dos compostos e os rendimentos alcancados na preparagao dos

ésteres sulfonatos e do composto

correspondente analogo sulfonado.

i
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Figura 2.1 - Estruturas dos ésteres metanosulfonatos e rendimentos

alcancados nas suas preparacgdes.
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2.2.1.6.SINTESE DAS AZIDAS ORGANICAS

A um baldo de fundo redondo (100 mL) contendo 10,0 mL de
dimetilsulféxido e azida de sddio (4,0 equiv.), foi adicionado o éstere sulfonato
(1,0 equiv.) sintetizado conforme descrito na seg¢ao 2.2.1.5 (pg. 31). A mistura
de reagao foi mantida sob agitacdo por 45 minutos a temperatura ambiente e
monitorada por CCD. Terminada a reagdo, adicionou-se 10,0 mL de agua
gelada e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3x30 mL). Os
extratos organicos foram combinados e a fase organica resultante foi entédo
lavada com solugdo saturada de NaCl (1x15 mL), seca com sulfato de sédio
anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. As azidas organicas néao
foram submetidas a nenhum processo de purificagcdo subsequente.

As azidas A1-A10 foram sintetizadas empregando-se a metodologia
descrita anteriormente. Na Figura 2.2 (pg. 34) encontra-se representada as
estruturas das azidas benzilicas A1-A10 e os rendimentos alcangados nas

suas preparagoes.
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Figura 2.2 — Estruturas das azidas A1-A10 e rendimentos alcan¢ados nas suas

preparacgoes.

Devido a disponibilidade dos compostos brometo de 4-metilbenzila,

brometo 2-bromobenzila, brometo de 3-bromobenzila, e da possibilidade de

substituicdo do metanossulfonado por estes reagentes na metodologia anterior,

também foram sintetizadas as azidas A11-A14 (Figura 2.3, pg. 35).
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Figura 2.3 - Estruturas das azidas A11-A14 e rendimentos alcangados nas
suas preparagoes.

2.2.1.7.SINTESE DOS TRIAZOIS CONTENDO o NUCLEO
ISOBENZOFURANONA

Para a sintese dos triazdis contendo o nucleo isobenzofuranona 43-55
(Figura 1.14, pg. 13) foi empregado o seguinte procedimento: 0,67 mmol da
azida organica foram adicionados a um baldo de fundo redondo de 10 mL
contendo 1,5 mL de diclorometano, 1,5 mL de agua destilada, 60,0 mg (0,30
mmol) de ascorbato de sddio e 126,0 mg (0,75 mmol) do composto 41. A
seguir, foram adicionados 38,0 mg (0,15 mmol) de CuSO45H,0. A mistura de
reacao foi agitada vigorosamente, a temperatura ambiente, por 30 minutos e
monitorada por CCD. Terminado a reagado, uma solugao saturada (20 mL) de
Na,COs foi adicionada e a fase aquosa foi extraida com diclorometano (3x15
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mL) e acetato de etila (3x15 mL). Os extratos orgénicos foram reunidos e a
fase organica resultante foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi submetido a purificacdo por

cromatografia em coluna de silica gel.

2.2.1.8.SINTESE DOS TRIAZOIS DERIVADOS DA INDAN-1,3-DIONA

Para a sintese dos triazdis contendo o nucleo indan-1,3-diona 56-68
(Figura 1.15, pg. 14) foi adotado procedimento analogo aquele descrito para a
sintese dos triazéis com o nucleo isobenzofuranona (se¢ao 2.2.1.7). Porém,
adicionaram-se 2 equivalentes da azida orgéanica em relagdo ao composto 42 e

o tempo de reacéo foi de duas horas.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos triazdlicos contendo o nucleo isobenzofuranona foram
sintetizados em conformidade com a retrossintese apresentada no Esquema

2.5 (pg. 37).
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(39)

Esquema 2.5 - Analise retrossintética relacionada a sintese dos 1,2,3-triazois
43-55.

De acordo com a retrossintese, a etapa chave envolvida na preparagao
dos derivados triazélicos 43 a 55 corresponde a reagao “click” entre a
isobenzonfuranona propagilada 41 e diferentes azidas benzilicas. Para a
preparacdo de 41, idealizou-se uma reagdao de substituicdo nucleofilica
bimolecular (SN2) entre 40 e o brometo de propargila. A desmetilagdo do
composto 39 foi pensada como a transformagao responsavel pela obtencao de
40. A preparacao de 39 foi vislumbrada via reagdo de o-metilenagédo do acido

3-metoxi benzoico e formaldeido

Considerando o plano sintético, a reacdo do acido 3-metoxibenzdico
com formaldeido 37% em massa e acido cloridrico concentrado, em acido
aceético, deu origem a 6-metoxiisobenzofuran-1(3H)-ona (39) como um sélido
branco em 58% de rendimento. Como observado no Esquema 2.6, a formacao
deste composto envolve um processo de ortfo-alquilagéo, seguido de uma

substituicdo da hidroxila pelo atomo de cloro, em um processo denominado
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clorometilenacéo (CLAYDEN et al., 2001). Por ser um bom grupo de saida, o
atomo de cloro facilita a ultima etapa representada no Esquema 2.6, uma
reacao intramolecular entre o grupo carboxila e o grupo clorometila dando

origem ao composto 39.

.O/H 0
HaCO 0@
H H A
/&m ® J\( H3;CO oH
HSQ + HY =~ H —— AN_OH
o @ H
OH l
o 0 0
H3CO HsCO OH  pg HsCO OH
g -HCl (9' OH

39)
Esquema 2.6 - Proposta mecanistica para a obten¢do da isobenzofuran-(3H)-

ona 39.

Os dados referentes ao composto 39 sao descritos a seguir.

Aspecto: sélido branco.
CCD: Ry 0,60 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Faixa de fusdo: 118 - 119,5 °C (Tsiiteratura: 119 - 120 °C; NUMATA, 1968).

IV (ATR) v max: 3481, 3086, 2954, 2849, 1754, 1620, 1277, 1247, 1055, 1019,
992, 726, 692, 546 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl) &: 3,86 (s, 3H; OCHs); 5,26 (s, 2H; H-6); 7,21-
7,26 (m, 1H, H-4); 7,32-7,39 (m, 2H, H-2/H-5).
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RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 55,4 (OCHs); 69,5 (C-6); 107,4 (C-2); 122,9
(C-4); 123,1 (C-5); 126,9 (C-7); 138,8 (C-8); 160,5 (C-3); 171,2 (C-1).

A analise do espectro no IV (Figura 2.4, pg. 40) revela que as bandas
observadas estdo condizentes com a estrutura do composto 39. A banda
intensa em 1754 cm™ pode ser atribuida ao estiramento do grupo carbonila e
aquela em 3481 cm™ & sua harmonica. As bandas de estiramentos assimétrico
e simétrico de ligagdo C-H para carbonos com hibridizagéo sp® sdo observadas
em 2954 e 2849 cm'1, respectivamente. A banda intensa em 1277 cm’ é
relativa ao estiramento da ligagdo C-O e as bandas observadas em 1620 e
3086 cm™ s3o, respectivamente, devidas aos estiramentos C=C e =CH do anel
aromatico.

Nos espectro de RMN de 'H (Figura 2.5, pg. 41) do composto 39, o
simpleto em &4 3,86, integrando para trés, pode ser atribuido aos hidrogénios
do grupo metoxila (-OCHs;). O sinal dos hidrogénios metilénicos (H-6) séo
observados como um simpleto em &4 5,26. O multipleto observado em &4 7,22-

7,38 é referente aos trés hidrogénios aromaticos (H-2/H-4/H-5).

No espectro de carbono RMN de *C (Figura 2.6, pg. 42), o sinal em &
55,7 refere-se ao carbono do grupo metoxila (-OCH3). O sinal em & 69,5 é
associado ao carbono metilénico (C-6). Os sinais dos carbonos aromaticos séo
observados em & 107,4 (C-2), 122,8 (C-4), 123,0 (C-5), 126,9 (C-7) e 138,8
(C-8). O carbono aromatico ligado diretamente ao grupo metoxila (C-3) é
observado em & 160,5. E o sinal do carbono do grupo carbonila (C-1) é notado

em o&c 171,2.
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Uma vez sintetizada, a isobenzofuran-1(3H)-ona 39 foi tratada com HBr,
em micro-ondas, por 30 minutos no modo refluxo. No Esquema 2.6 é
apresentado a proposta mecanistica para a desmetilagdo de 39 dando origem
a 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (40). Assim, o oxigénio do grupo metoxila é
protonado tornando o grupo metila susceptivel ao ataque nucleofilico do

brometo na etapa seguinte, levando a formagao do composto 40.

ar=
o) /\ B Q ('T')ﬁ o)
Q ~ OH
~ CH .0
Esquema 2.7 - Proposta mecanistica para a obtengdo da 6-

hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona (40).

Os dados relativos ao composto 40 sdo apresentados a seguir.

Aspecto: sdélido branco.
CCD: R¢: 0,26 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Faixa de fusdo: 197,1 - 198,7 °C (Ttiiteratura: 198 - 200 °C, NUMATA, 1968).

IV (ATR) v max: 3215 (banda larga), 1722, 1599, 1505, 1449, 1227, 1193, 1055,
774,539 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) &: 5,26 (s, 2H, H-6); 7,16-7,18 (m, 2H, H-4/H-
5); 7,40 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H-2).

RMN de "*C (75 MHz, CD3;0D) &: 70,1 (C-6); 109,6 (C-2); 122,7 (C-4); 123,2
(C-5); 126,5 (C-7); 138,3 (C-8); 158,6 (C-3); 172,5 (C-1).
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Analisando o espectro no infravermelho do composto 40 (Figura 2.7, pg.
45), a banda alargada em 3215 cm™, referente ao estiramento de hidroxila,
aponta para o sucesso da conversao de 39 em 40. A banda intensa em 1722
cm™’ corresponde ao estiramento da ligacdo C=0 de éster, enquanto as bandas
em 1599 e 1505 cm™ foram atribuidas aos estiramentos da ligacdo C=C de
anel aromatico.

No espectro de RMN de 'H do composto 40 (Figura 2.8, pg. 46)
percebe-se que o0s sinais sdo similares aos do composto 39 para atomos
analogos. Em &y 5,26 percebe-se um sinal integrando para dois hidrogénios
referentes a H-6. O multipleto observado em &4 7,16-7,18, integrado para dois
hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios H-4 e H-5. O dupleto em &4 7,40,

integrando para um hidrogénio, foi atribuido ao atomo H-2.

Em relacéo ao espectro de RMN de *C do composto 40 (Figura 2.9, pg.
47) o sinal em &c 70,1 corresponde ao carbono com hibridizagéo sp® (C-6). Os
sinais relacionados aos carbonos aromaticos sdo observados em ¢&c 109,6 (C-
2), 122,7 (C-4), 123,2 (C-5), 126,5 (C-7), 138,3 (C-8). O sinal em & 158,6 foi
atribuido ao carbono aromatico ligado diretamente ao grupo hidroxila (C-3). O

sinal em &c 172,5 corresponde ao carbono carbonilico (C-1).
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A reacédo de propargilacao de 40 foi realizada empregando-se condi¢des
classicas, a saber carbonato de sodio e acetona. Conforme mostrado no
Esquema 2.8, o composto 40, ao ser desprotonado pelo carbonato de
potassio, reagiu com brometo de propargila sob refluxo por 24 horas

culminando na obteng¢do do composto 41 em 71% de rendimento.
m o | |
(0] mM 8 0
P e —— Ok 2y
ol 2K" COy’ Br — > O
N I

Esquema 2.8 - Proposta mecanistica para a obtengcdo da 6-(prop-2-
iniloxi)isobenzofuran-1(3H)-ona (41).

Os dados relativos ao composto 41 sdo descritos a seguir.
Aspecto: sélido amarelo-palha.

CCD: R¢: 0,62 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Faixa de fusao: 115,5-117,4 °C.

IV (ATR) v max: 3227, 3103, 2927, 2871, 2127, 1744, 1624, 1490, 1456, 1361,
1322, 1280, 1247, 1055, 1011, 990, 920, 855, 766, 697, 539 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 2,55 (s, 1H, H-3); 4,75 (s, 2H, H-1); 5,77 (s,
2H, H-6); 7,27-7,33 (m, 1H, H-4); 7,38-7,45 (m, 2H, H-5/H-2).

RMN de "3C (75 MHz, CDCl;) &: 56,2 (C-1'); 69,5 (C-6); 76,4 (C-3'); 77,4 (C-2');
109,1 (C-2); 123,1 (C-4); 123,6 (C-5); 127,1 (C7); 139,6 (C-8); 158,4 (C-3);
170,9 (C-1).

Na Figura 2.10 (pg. 50) esta apresentado o espectro no infravermelho

do composto 41. A presenca da banda em 3227 cm™, referente ao estiramento
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C-H de alcinos, juntamente com a banda em 2127 cm™, referente ao
estiramento carbono-carbono de ligagdes triplas, confirma a presenga de um
fragmento de alcino terminal na estrutura de 41. Outras bandas que se
destacam sdo a de estiramento do grupo carbonila em 1744 cm™ e aquela

correspondente ao estiramento C-O de éster em 1279 cm™.

Como esperado, no espectro de RMN de 'H do composto 41 (Figura
211, pg. 51), pode-se verificar que o sinal mais blindado corresponde ao
hidrogénio do alcino (H-3’), sendo este observado como um simpleto em &4
2,55 e integrado para um hidrogénio. O simpleto em &y 4,75, integrado para
dois hidrogénios, corresponde aos hidrogénios H-1'. Os hidrogénios metilénicos
do anel lacténico (H-6) aparecem como um simpleto integrado para dois
hidrogénios em &y 5,27. Na porgdo aromatica, o primeiro multipleto (o4 7,27-
7,33), integrado para um atomo de hidrogénio, corresponde a H-4 e o segundo
multipleto (o4 7,38-7,45), integrando para dois hidrogénios, relaciona-se aos

atomos H-2 e H-5.

No espectro de RMN de "*C do composto 41 (Figura 2.12, pg. 52), o
sinal do carbono que possui hibridizagdo sp® da porgao alifatica (C-1’) pode ser
observado em & 56,2 e aquele de hibridizagdo sp® da porcéo ciclica (C-6) em
oc 69,5. Os carbonos de hibridizagao sp sdo observados, respectivamente, em
oc 76,4 (C-3’) e &c 77,5 (C-2’). Os carbonos do anel aromatico aparecem em &
109,1 (C-2), 123,1 (C-4), 123,6 (C-5), 127,1 (C7), 139,6 (C-8), 158,4 (C-3). E 0

carbono carbonilico em & 170,9 (C-1).
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Os compostos 43-55 foram sintetizados via reagédo “click” (reacéo
CuAAc) do composto 41 com diferentes azidas benzilicas. No Esquema 2.9
(pg. 54) encontra-se representada a reagao que originou os triazdis contendo o

nucleo isobenzofuranona.
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Esquema 2.9 - Reacgao “click” entre a isobenzofuran-1(3H)-ona 41 e diferentes
azidas benzilicas para a preparagcdo dos compostos 43-55.
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Os dados relativos aos compostos 43-55 bem como as reacgdes

envolvidas em suas preparagdes sao apresentados a seguir.

Sintese

da

isobenzofuran-1(3H)-ona (43)

ascorbato de

4

6-((1-(4-(trifluorometil)benzil)-1H-1, 2, 3-triazol-4-i[)metoxi)

1 0
O
6 7
8 2 4,
HZO,CHzC|2 %\ >
—_— 3 (o) \

CuS0,.5H,0,

(A9) (41) sédio
6 7
Massa Molar: 389,3280
(43)
Substancia 41 A9 CH:Cl H0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 126,0 mg 150,8 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 201,1 g/mol | 84,9 g/mol 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,0 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m°> | 1,0g/m° - -
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL - -

Aspecto: sélido branco.
Massa obtida: 214,1 mg (0,55 mmol, 82% de rendimento).
CCD: R¢= 0,15 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 127,5 - 128,9 °C.

IV (ATR) v max: 3136, 3103, 3062, 2013, 1748, 1621, 1492, 1455, 1318, 1278,
1249, 1160, 1124, 1048, 999, 922, 821, 773, 692, 625, 589, 547, 490 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 5,21-5,25 (m, 4H, H-4/H-1"); 5,62 (s, 2H, H-
6); 7,26-7,31 (m, 1H, H-4); 7,36-7,42 (m, 4H, H-2/H-5/H-6'H10’); 7,61-7,66 (m,
3H, H-3/H-7'/HY).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 53,6 (C-4’); 62,3 (C-1'); 69,5 (C-6); 108,9 (C-
2); 123,7 (q, J = 273,0 Hz, CF3): 126,1 (q, J = 3,8 Hz, C-7/C-9’); 127,1 (C-T):
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128,3 (C-6/C10°); 131,1 (q, J = 32,3 Hz, C-8'); 138,3 (C-8); 139,4 (C-5); 143,9
(C-2'): 159,1 (C-3); 171,0 (C-1).

Sintese da 6-((1-(3,4-difluorobezil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-
1(3H)-ona (44)

H,0, CH,Cl,
—_—

CUSO4.5H20,
F ascorbato de
(41) sédio F
(A10)
Massa Molar: 357,3109
(45)
Substancia 41 A10 CH.Cl, H:0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 126,0 mg 126,8 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 169,1 g/mol | 84,9 g/mol 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m°> | 1,0g/m° - -
Volume 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: soélido branco.
Massa obtida: 227,4 mg (0,64 mmol, 95% de rendimento).
CCD: R¢= 0,08 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 122,7 — 124,2 °C.

IV (ATR) v max: 3138, 3082, 3057, 2922, 2885, 2856, 1759, 1623, 1520, 1491,
1439, 1318, 1275, 1247, 1208, 1114, 1045, 920, 625, 764, 576, 539 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 5,21-5,26 (m, 4H, H-4/H-1’); 5,51 (s, 2H, H-
6); 7,00-7,26 (m, 3H, H-8/H9'/H10’); 7,25-7,32 (m, 1H, H-4); 7,35-7,42 (m, 2H,
H-5/H-2); 7,62 (s, 1H, H-3").

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 53,1 (C-4’); 62,3 (C-1'); 69,5 (C-6); 109,0 (C-
2); 117,7 (dd, J; = 44,3 Hz, J» = 18,0 Hz, C9'); 122,9 (C-3"); 123,2 (m, C-4/C-5);
124,3 (q, J = 3,8 Hz,C-6'); 127,1 (C7); 131,3 (dd, J; = 3,8 Hz, J; = 1,5 Hz, C-
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10°); 139,4 (C-8); 143,9 (C-2’); 148,9 (dd, J: = 9,0 Hz, J» = 3,0 Hz, C-8); 152,2
(dd, J; = 9,0 Hz, J, = 3,0 Hz, C-7’); 159,1 (C-3); 171,0 (C-1).

Sintese da
1(3H)-ona (45)

6-((1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-

H,0, CH,Cl, 8 12N,
-t 5 5 3 O/\E\,N C
CUSO4.5H20, 4 ,\ N " X

ascorbato de

(A2) (41) sodio
6 7
Massa Molar: 339,3205
(45)
Substancia 41 A2 CH:Cl; H0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 126,0 mg 113,3 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 151,1 g/mol | 84,9 g/mol 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m°> | 1,0g/m° - -
Volume 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: soélido branco.

Massa obtida: 166,3 mg (0,49 mmol, 71% de rendimento).

CCD: R¢= 0,25 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 162,4 — 163,5 °C.

IV (ATR) v max: 3134, 3093, 2953, 2885, 1745, 1630, 1604, 1509, 1493, 1459,
1324, 1275, 1224, 1160, 1050, 993, 923, 835, 768, 697, 666, 533, 491 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 5,21 (s, 2H, H-4'); 5,25 (s, 2H, H-1); 5,52 (s,
2H, H-6); 7,06 (tap, 2H, J = 9,0 Hz, H-7"/HY’); 7,25-7,32 (m, 3H, H-4/H-6'/H10’);
7,35-7,42 (m, 2H, H-2/H-5), 7,57 (s, 1H, H-3").

RMN de "*C (75 MHz, CDCly) &: 53,5 (C-4'); 62,3 (C-1'); 69,5 (C-6); 109,0 (C-2);
116,2 (d, J = 21,8 Hz, C-7’/C9); 122,7 (C-3'); 123,2 (C-5/C-4); 127,2 (C-7);
130,0 (d, J = 8,25 Hz, C-6//C10); 130,2 (d, J = 3,8 Hz, C-5'); 139,4 (C-8); 143,6
(C-2'); 159,1 (C-3); 162,9 (d, J = 247,5 Hz, C-8'); 170,9 (C-1).
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Sintese da 6-((1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-
1(3H)-ona (46)

1,0
6 P\
X ? 8 2 4,
/©/\N3 \/O H,0, CH,Cl, ; ; O/\C\LN
Br . O cus0,5H,0, 4 3,\ N o 0_?
ascorbato de Br
(A4) (41) sodio 4@
6 7
Massa Molar: 400,2261
(46)
Substancia 41 A4 CH.Cl H,0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sédio
Massa 126,0 mg 159,0 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 212,0 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33 g/m3 1,0 g/m3 - -
Volume - - 1,5mL 1,5mL

Aspecto: sélido branco.

Massa obtida: 140,1 mg (0,35 mmol, 52% de rendimento).

CCD: R¢= 0,08 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 157,7 — 158,5 °C.

IV (ATR) v max: 3136, 3105, 3066, 2885, 1746, 1624, 1490, 1455, 1362, 1318,
1278, 1249, 1048, 1002, 923, 888, 837, 796, 773, 696, 683, 546, 505, 477 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 5,21-5,26 (m, 4H, H-4/H-1"); 5,50 (s, 2H, H-
6); 7,13-7,18 (dap, 2H, J = 9,0 Hz, H-67H10’); 7,26-7,32 (m, 1H, H-4); 7,35-7,42
(m, 2H, H-7'/H-9'); 7,48-7,52 (m, 2H, H-2/H-5); 7,58 (s, 1H, H-3).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl) &: 53,6 (C-4’); 62,3 (C-1’); 69,5 (C-6); 109,0 (C-2);
122,8 (C-8’); 123,0 (C-3); 123,1 (C-4); 123,3 (C-5); 127,1 (C-7); 129,7 (C-6'/C-
10’); 132,3 (C-7/C-9); 133,4 (C-5); 139,4 (C-8); 143,7 (C-2'); 159,1 (C-3);
170,9 (C-1).
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Sintese

da

isobenzofuran-1(3H)-ona (47)

X
N3 \\/O
0]
F4CO +

H,0, CH,Cl,
—_—

6-((1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)

8 ' N,
5 3 O/\Q ! ; .
) \ 100 g

CuS0,.5H,0, ‘
ascorbato de 3 \,—<i>7oc|:3
(A8) (41) sédio 5 g
6 7
Massa Molar: 405,3274
(47)
Substancia 41 A8 CH.Cl, H:0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 126,0 mg 162,8 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 217,1 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m° | 1,0 g/m’ - -
Volume - - 1,5 mL 1,5mL -

Aspecto: sélido branco.
Massa obtida: 198,6 mg (0,49 mmol, 73% de rendimento).
CCD: R¢= 0,16 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 111,6 —112,4 °C.

IV (ATR) v max: 3135, 3082, 2954, 2922, 2893, 2856, 1767, 1495, 1462, 1272,
1202, 1143, 1046, 1011, 988, 920, 840, 821, 765, 679, 657, 613, 540, 518 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 5,21-5,25 (m, 4H, H-4/H-1"); 5,56 (s, 2H, H-
6); 7,19-7,43 (m, 7H, H-2/H-4/H-5/H-6'/H-7’/H-9'/H-10"); 7,61 (s, 1H, H-3").

RMN de °C (75 MHz, CDCl,) &: 53,4 (C-4’); 62,3 (C-1'); 69,5 (C-6); 108,9 (C-2);
120,3 (q, J = 256,5 Hz, OCF3); 121,6 (C-7'/C-9’); 122,9 (C-3'); 123,1 (C-4);
123,3 (C-5); 127,1 (C-7); 129,6 (C-6'/C-10’); 133,1 (C-5'); 139,4 (C-8); 143,8 (C-
2'); 149,5 (C-8); 159,1 (C-3); 171,0 (C-1).
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da
1(3H)-ona (48)

Sintese 6-((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-

1 0
6 P
A o 2 4,
/©/\N3 \\/o H,0, CH,Cl, o /\2@\“
—_— 5 3 ) . .
O cus0,.5H,0, 4 N 109
02N + 3
ascorbato de \‘—'<j>—‘|\jo2
(A8) 41) sodio 4 5 8
6 7
Massa Molar: 366,3276
(48)
Substancia 41 A6 CH.CI H:0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
2 2 ek de sédio
Massa 126,0 mg 133,6 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 178,1 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m° | 1,0 g/m° - -
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL - -

Aspecto: solido amarelo.

Massa obtida: 172,2 mg (0,47 mmol, 70% de rendimento).

CCD: R¢= 0,05 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 168,5 — 169,2 °C.

IV (ATR) v max: 3136, 3120, 3080, 3057, 2941, 2887, 2854, 2101, 1981, 1749,

1626, 1606, 15014, 1495, 1456, 1440, 1390, 1343, 1317, 1256, 1230, 1109,
1049, 1002, 987, 922, 818, 767, 733, 542, 502, 423 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d¢) &: 5,25-5,33 (m, 4H, H-4'/H-1); 5,79 (s, 2H,
H-6); 7,23-7,41 (m, 1H, H-4); 7,45-7,59 (m, 4H, H-2/H-5/H-6'/H-10); 8,21-8,24
(m, 2H, H-7'/H-9’); 8,37 (s, 1H, H-3").

RMN de "*C (75 MHz, DMSO-dg) &: 52,3 (C-4); 62,1 (C-1’); 70,1 (C-6); 108,8 (C-
2); 123,7 (C-3'); 124,4 (C-4): 124,5 (C-5); 125,7 (C-7'/C-9’); 126,7 (C-6'/C-10’);
140,4 (C-8); 143,2 (C-5'); 143,8 (C-2'); 147,7 (C-8'): 159,1 (C-3); 171,0 (C-1).
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Sintese da 6-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-
1(3H)-ona (49)

N
N3 \\/O
0]
MeO +

5

CUSO45H 20,
ascorbato de

O

% 7
6
8 2 1 o
H,0, CH,Cl, 2N,
—_—
3 O/\E (N 10 g

N

3

(A7) (41) sodio
6 7
Massa Molar: 351,3560
(49)
Substancia 41 A7 CH:Cl H,0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sédio
Massa 126,0 mg 122,4 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 163,2 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m° | 1,0g/m° - -
Volume 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: soélido branco.
Massa obtida: 214,3 mg (0,61 mmol, 91% de rendimento).
CCD: R¢= 0,20 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 150,9 — 151,8 °C.

IV (ATR) v max: 3142, 3072,3030, 2960, 2922, 2839, 1981, 1742, 1609, 1539,
1514, 1489, 1462, 1317, 1280, 1250, 1236, 1210, 1174, 1122, 1049, 1029, 899,
834, 786, 769, 691, 670, 654, 544, 511 cm™.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,80 (s, 3H, OCHs); 5,19 (d, 2H, J = 9,0 Hz,
H-4): 5,25 (d, 2H, J = 9 Hz, H-1"); 5,57 (s, 2H, H-6); 6,90 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-
7IH-9'): 7,21-7,41 (m, 5H, H-2/H-4/H-5/H-6"/H-10’); 7,53 (s, 1H, H-3").

RMN de °C (75 MHz, CDCly) &: 53,8 (C-4'); 55,3 (OCHs); 62,4 (C-1'); 69,5 (C-6);
109,0 (C-2); 114,5 (C-7/C-9’); 122,6 (C-3'); 123,1 (C-4); 123,3 (C-5); 126,3 (C-
5'); 127,1 (C-7); 129,7 (C-6'/C-10’); 139,3 (C-8); 143,4 (C-2’); 159,2 (C-3); 160,0
(C-8'); 171,0 (C-1).
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Sintese da

6-((1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-

1(3H)-ona (50)

(0]
©/\N3 X_ o H,0, CH,Cl,
e
. O Cus0,5H,0,
Br ascorbato de
(A12) (41) sodio
Massa Molar: 400,2261
(50)
Substancia 41 A12 CH.Cl, H:0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 126,0 mg 159,0 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 212,0 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m> | 1,0 g/m’ - -
Volume 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: sélido branco.

Massa obtida: 244,1 mg (0,61 mmol, 91% de rendimento).

CCD: R¢= 0,14 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 137,6 — 138,8 °C.

IV (ATR) v max: 3145, 3081, 2941, 2875, 2116, 2011, 1748, 1625, 1568, 1491,

1450, 1432, 1320, 1247, 1234, 1207, 1171, 1116, 1057, 1003, 924, 848, 825,
793, 770, 755, 681, 600, 544, 433 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 5,22-5,25 (m, 4H, H-4/H-1"); 5,51 (s, 2H, H-
6); 7,18-7,31 (m, 3H, H-4/H-9'/H-10’); 7,35-7,51 (m, 4H, H-2/H-5/H-6’/H-8’); 7,61
(s, 1H, H-3’).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 53,5 (C-4'); 62,3 (C-1'); 69,5 (C-6); 109,0 (C-2);
122,9 (C-7'); 123,1 (C-3); 123,1 (C-4); 123,3 (C-5); 126,6 (C10’); 127,1 (C-7);
130,7 (C-9'); 131,0 (C-6’); 132,0 (C-8'); 136,5 (C-5); 139,4 (C-8); 143,8 (C-2);
159,1 (C-3); 171,0 (C-1).
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Sintese da

6-((1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-

1(3H)-ona (51)

0
/©/\N3 \/O H20, CH20|2
. O cus0,5H,0,
ascorbato de
(A11) (41) sédio
Massa Molar: 335,3566
(51)
Substancia 41 A1 CH.Cl, H:0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sédio
Massa 126,0 mg 110,4 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 147,2 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m° | 1,0 g/m° - -
Volume 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: sélido branco.

Massa obtida: 218,0 mg (0,65 mmol, 97% de rendimento).

CCD: R¢= 0,18 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 154,3 — 155,2 °C.

IV (ATR) v max: 3128, 3091, 2956, 2935, 2875, 2102, 2011, 1740, 1629, 1494,
1357, 1234, 1210, 1164, 1128, 1051, 1000, 922, 837, 754, 687, 535, 469 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 2,34, (s, 3H, CHs); 5,18-5,25 (m, 4H, H-4/H-
1'); 5,49 (s, 2H, H-6); 7,18 (s, 4H, H-6'/H-7/H-9'/H-10); 7,25-7,32 (m, 1H, H-4);
7,34-7,42 (m, 2H, H-2/H-5); 7,54 (s, 1H, H-3").

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 21,1 (CH3); 54,1 (C-4’); 62,3 (C-1'); 69,5 (C-6);
109,0 (C-2); 122,7 (C-3’); 123,1 (C-4); 123,3 (C-5); 127,1 (C-7); 128,2 (C-7’/C-
9'); 129,8 (C-6'/C-10’); 131,3 (C-5'); 138,8 (C-8); 139,3 (C-8); 143,4 (C-2));
159,2 (C-3); 171,0 (C-1).
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Sintese da  6-((1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-
1(3H)-ona (52)

S 0
/©/\N3 X o H,O, CH,Cl,
| O cus0,5H,0,

ascorbato de

(A5) (41) sodio
Massa Molar: 447,2265
(52)
Substancia 41 A5 CH.Cl, H:0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 126,0 mg 194,3 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 259,0 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m®> | 1,0g/m° - -
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: sélido branco.
Massa obtida: 161,0 mg (0,36 mmol, 54% de rendimento).
CCD: R¢= 0,25 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 184,5 - 185,1 °C.

IV (ATR) v max: 3136, 3105, 3062, 2927, 1988, 1746, 1623, 1490, 1453, 1361,
1317, 1277, 1245, 1047, 998, 921, 836, 791, 772, 755, 696, 546, 470 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d¢) &: 5,23 (s, 2H, H-4); 5,32 (s, 2H, H-1'); 5,57
(s, 2H, H-6); 7,11 (dap, 2H, J = 9,0 Hz, H-6'7H10’); 7,37 (ddap, 1H, J1 = 6,0 Hz, J>
= 3,0 Hz, H-4); 7,46 (dap, J = 3,0 Hz, 1H, H-2); 7,56 (dap, J = 6,0 Hz, 1H, H-5);
7,71-7,74 (dap, 2H, J = 9,0 Hz, H-7'/H-9'); 8,78 (s, 1H, H-3).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg) &: 52,7 (C-4’); 62,0 (C-1"); 70,1 (C-6); 95,0 (C-
8'); 108,8 (C-2); 123,7 (C-3'); 124,4 (C-4); 125,4 (C-5); 126,7 (C-7); 130,7 (C-
6'/C-10’); 136,2 (C-5'); 138,0 (C-7/C-9’); 140,4 (C-8); 143,0 (C-2); 159,1 (C-3);
171,0 (C-1).
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Sintese da
1(3H)-ona (53)

6-((1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-

H,0, CH,Cl,
R

5 .
CUSO4.5H20, 4
ascorbato de 3 \—©—C|
(A3) (41) sédio 4 5 8
6 7
Massa Molar: 355,7751
(53)
Substancia 41 A3 CHCl; H0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 126,0 mg 125,7 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 167,6 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m> | 1,0 g/m’ - -
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL - -

Aspecto: sélido branco.
Massa obtida: 217,0 mg (0,61 mmol, 91% de rendimento).
CCD: R¢= 0,20 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 140,8 — 142,0 °C.

IV (ATR) v max: 3133, 3100, 3065, 2989, 2925, 2850, 2002, 1746, 1625, 1491,
1320, 1278, 1249, 1099, 1048, 999, 921, 888, 836, 772, 696, 545, 483 cm™".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 5,21-5,25 (m, 4H, H-4/H-1’); 5,51 (s, 2H, H-
6); 7,19-7,42 (m, 7H, H-2/H-5/H-6/H-6'/H-7’/H-9'/H10"); 7,58 (s, 1H, H-3").

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 53,5 (C-4’); 62,3 (C-1'); 69,5 (C-6); 109,0 (C-2);
122,8 (C-3); 123,1 (C-4); 123,3 (C-5); 127,1 (C-7); 129,4 (C-7’/C-9’); 129,5 (C-
6'/C-10’); 132,8 (C-8'); 134,9 (C-5'); 139,4 (C-8); 143,7 (C-2'); 159,1 (C-3);
171,0 (C-1).
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da
1(3H)-ona (54)

Sintese 6-((1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-

H,0, CH,Cl,
—_—

CUSO4.5H20, 4
ascorbato de 3 g
(A13) (41) sédio 4@
Br &7
Massa Molar: 400,2261
(54)
Substancia 41 A13 CH.Cl, H:0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 126,0 mg 159,0 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 212,0 g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m> | 1,0 g/m’ - -
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL - -

Aspecto: soélido branco.

Massa obtida: 176,1 mg (0,44 mmol, 66% de rendimento).

CCD: R¢= 0,35 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 119,5 - 120,7 °C.

IV (ATR) v max: 3124, 3086, 2935, 2875, 2102, 1981, 1746, 1625, 1493, 1324,
1278, 1233, 1207, 1170, 1107, 1048, 1000, 921, 842, 825, 751, 660, 547 cm™",

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 5,22-5,26 (m, 4H, H-4/H-1’); 5,68 (s, 2H, H-
6); 7,17-7,44 (m, 6H, H-2/ H-4/H-7'/H-8'/H-9'/H-10’); 7,62 (dap, J = 6,0 Hz, 1H,
H-5); 7,69 (s, 1H, H-3).

RMN de '3C (75 MHz, CDCly) &: 53,9 (C-4’); 62,3 (C-1'); 69,5 (C-6); 109,0 (C-2);
123,1 (C-3); 123,2 (C-4); 123,3 (C-5); 123,6 (C-6"); 127,1 (C-7); 128,3 (C10’);
130,5 (C-9'); 130,6 (C-8); 133,3 (C-5); 133,9 (C-7’); 139,3 (C-8); 143,4 (C-2);
159,1 (C-3); 171,0 (C-1).
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Sintese da 6-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)isobenzofuran-1(3H)-one

(59)

H,O, CH,Cl,
—_—

CuS0,4.5H,0,
ascorbato de

el

4

(A1) (41) sédio
6 7
Massa Molar: 321,3300
(55)
Substancia 41 A1 CH:Cl; H;0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sédio
Massa 126,0 mg 99,9 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 188,2 g/mol | 133,2g/mol | 84,9 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
mmols 0,67 mmol 0,75 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 1,1 - - 0,2 0,4
Densidade - - 1,33g/m°> | 1,0g/m° - -
Volume 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: sélido branco.

Massa obtida: 138,2 mg (0,43 mmol, 64% de rendimento).

CCD: R¢= 0,35 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 177,4 — 178,9 °C.

IV (ATR) v max: 3125, 3090, 3032, 2935, 2875, 2104, 2017, 1743, 1493, 1453,

1357, 1277, 1249, 1209, 1165, 1127, 1049, 998, 922, 838, 767,708, 641, 584,
545, 498 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d¢) &: 5,23 (s, 2H, H-4); 5,32 (s, 2H, H-1"); 5,60
(s, 2H, H-6); 7,27-7,40 (m, 6H, H-4/H-6'/H-7"/H-8'/H-9'/H10’); 7,47 (dap, J = 3,0
Hz, 1H, H-2); 7,56 (dap, 1H, J = 9,0 Hz, H-5); 8,29 (s, 1H, H-3").

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) 5: 52,8 (C-4'); 61,6 (C-1'); 69,6 (C-6); 108,3 (C-
2); 123,2 (C-4): 124,0 (C-5); 124,8 (C-3); 126,2 (C-8'); 127,9 (C-6'/C-10'); 128,1
(C-7); 128,7 (C-7/C-9’); 135,9 (C-5'); 139,9 (C-8); 142,5 (C-2’); 158,7 (C-3);
170,5 (C-1).
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As azidas benzilicas A1-A10 foram preparadas convertendo-se o0s
alcoois benzilicos disponiveis comercialmente nos seus respectivos ésteres
sulfonatos. Estes ultimos, por sua vez, foram tratados com azida de sédio para

dar origem as azidas A1-A10 (Esquema 2.10).

MsCI, Et;N, CH,Cl DMSO, NaN
ArCH,OH S e ArCH,OMs — o T8 A CHN,

-50 °C

$1-S810 A1-A10

Esquema 2.10 - Sequéncia de reagdes envolvidas na preparacao das azidas
A1-A10.

Conforme comentado na segao 2.2.1.6 (pg. 33), devido a
disponibilidade dos compostos brometo de 4-metilbenzila, brometo 2-
bromobenzila e brometo de 3-bromobenzila, também foram sintetizadas as

azidas A11-A14 conforme mostrado no Esquema 2.11.

DMSO, NaN
ArCH,Br e s, ArCH,N4

A11-A14

Esquema 2.11 - Sintese das azidas A11-A14 a partir dos brometos de 4-
metilbenzila (A11), 2-bromobenzila (A12) e 3-bromobenzila (A14).

Os dados referentes aos ésteres sulfonatos $1-S10 bem como as azidas

A1-A14 sao descritos a seguir.
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Sintese do benzilmetanosulfonato (S1)

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

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 2,90 (s, 3H, CHs); 5,24 (s, 2H, H-7); 7,41 (s,
5H, H-2/ H-3/ H-4/ H-5/H-6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHa3); 71,5 (C-7); 128,8 (C-3/C-5); 128,9
(C-2/C-6); 129,3 (C-4); 133,2 (C-1).

Sintese do 4-fluorobenzilmetanosulfonato (S2)

Aspecto: sélido branco.
CCD: R¢= 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-7); 7,09 (tap,
2H, J = 8,6 Hz, H-3/H-5); 7,38-7,43 (m, 2H, H-2/H-6).

RMN de "®C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHs); 70,6 (C-7); 115,9 (d, J = 21,8 Hz,
C-3/C-5); 129,3 (d, J = 3,0 Hz, C-1); 130,9 (d, J = 9,0 Hz, C-2/C-6); 163,2 (d, J
= 247,5 Hz, C-4).
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Sintese do 4-clorobenzilmetanosulfonato (S3)

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

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 2,95 (s, 3H, CHs); 5,21 (s, 2H, H-7); 7,38-7,43
(m, 4H, H-2/H-3/H-5/H-6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 38,3 (CH3); 70,3 (C-7); 129,1 (C-3/C-5); 130,1
(C-2/C-6); 131,8 (C-1); 135,4 (C-4).

Sintese do 4-bromobenzilmetanosulfonato (S4)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 2,95 (s, 3H, CHs); 5,18 (s, 2H, H-7); 7,29 (d,
2H, J = 8,4 Hz, H-2/H-6); 7,54 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5).

RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHs); 70,3 (C-7); 123,5 (C-4); 130,3 (C-
2/C-6); 132,0 (C-3/C-5); 132,3 (C-1).
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Sintese do 4-iodobenzilmetanosulfonato (S5)

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

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 2,95 (s, 3H, CHs); 5,18 (s, 2H, H-7); 7,16 (d,
2H, J = 8,3 Hz, H-2/H-6); 7,75 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-3/H-5).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 38,3 (CHs); 70,4 (C-7); 95,4 (C-4); 130,4 (C-
2/C-6); 133,0 (C-1); 138,0 (C-3/C-5).

Sintese do 4-nitrobenzilmetanosulfonato (S6)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,62 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,06 (s, 3H, CHs); 5,33 (s, 2H, H-7); 7,59 (d,
2H, J = 8,8 Hz, H-2/H-6); 8,26 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H-3/H-5).

RMN de *C (75 MHz, CDCl5) &: 38,1 (CHs); 68,9 (C-7); 124,0 (C-3/C-5); 128,8
(C-2/C-6); 140,5 (C-1); 148,1 (C-4).
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Sintese do 4-metoxibenzilmetanoclorado (S7)

O derivado sulfonado do alcool 4-metoxibenzdico ndo foi observado. Em
seu lugar a reacao de sulfonacdo deu origem ao composto S7 que foi
caracterizado pela espectrometria de massas.

Aspecto: 6leo amarelo.

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

EM, miz (%): 158 (M + 2]*, 2): 156 ([M]**, CsHsOCI, 7); 121(100); 106(4);
91(18); 77(54); 63(28); 51(75).

Sintese do 4-(trifluorometoxi)benzilmetanosulfonato (S8)

Aspecto: Oleo incolor.
CCD: R¢= 0,63 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,97 (s, 3H, CHs); 5,23 (s, 2H, H-7); 7,25 (d,

2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5): 7,46 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2/H-6).
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RMN de *3C (75 MHz, CDCls) &: 38,2 (CH3); 70,0 (C-7); 120,3 (g, J = 255,5 Hz,
OCF3); 121,2 (C-3/C-5); 130,3 (C-2/C-6); 132,1 (C-1); 149,8 (C-4).

Sintese do 4-(trifluorometil)benzilmetanosulfonato (S9)

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

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 3,00 (s, 3H, CHs); 5,28 (s, 2H, H-7); 7,54 (d,
2H, J = 8,1 Hz, H-2/H-6); 7,67 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-3/H-5).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl5) &: 38,2 (CH3); 69,8 (C-7); 125,8 (q, J = 3,8 Hz, C-
3/ C-5); 127,2 (q, J = 278,5 Hz, CF): 128,7 (C-2/C-6); 131,3 (g, J = 32,5 Hz, C-
4); 137,3 (C-1).

Sintese do 3,4-difluorobenzilmetanosulfonato (S710)

Aspecto: 6leo amarelo.

CCD: R¢= 0,62 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

73



RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &: 2,98 (s, 3H, CHs); 5,17 (s, 2H, H-7); 7,14-7,29
(m, 3H, H-2/ H-5/ H-6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 38,3 (CHs); 69,6 (C-7); 68,0 (C-10); 117,7-
118,01 (m, C-2/C-5); 125,0 (dd, J: = 5,3 Hz e J, = 4,5 Hz, C-6); 130,4-130,6 (m,
C-1); 148,6-152,6 (m, C-3/C-4).

Sintese da benzilmetanoazida (A1)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 4,35 (s, 2H, H-7); 7,32-7,43 (m, 5H, H-2/ H-3/
H-4/H-5/H-6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 54,8 (C-7); 128,2 (C-2/C-6); 128,3 (C-4); 128,8
(C-3/C-5): 135,3 (C-1).

Sintese da 4-fluorobenzilmetanoazida (A2)
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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-7); 7,07 (tap, 2H, J = 8,7 Hz, H-
3/H-5); 7,26-7,32 (m, 2H, H-2/H-6).

RMN de *C (75 MHz, CDCl) &: 54,0 (C-7); 115,8 (d, J = 21,0 Hz, C-3/C-5);
130,0 (d, J = 7,5 Hz, C-2/C-6); 131,2 (d, J = 3,0 Hz, C-1); 162,6 (d, J = 245,3
Hz, C-4).

Sintese da 4-clorobenzilmetanoazida (A3)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCly) &: 4,32 (s, 2H, H-7); 7,25 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
2/H-6): 7,36 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 53,9 (C-7); 129,0 (C-3/C-5); 129,4 (C-2/C-6);
133,8 (C-4); 134,2 (C-1).
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Sintese da 4-bromobenzilmetanoazida (A4)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 4,29 (s, 2H, H-7); 7,18 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
2/H-6): 7,49 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3/H-5).

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 54,0 (C-7); 122,2 (C-4); 129,7 (C-2/C-6); 131,9
(C-3/C-5); 134,3 (C-1).

Sintese da 4-iodobenzilmetanoazida (A5)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 4,29 (s, 2H, H-7); 7,06 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-
2/H-6): 7,72 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-3/H-5).
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RMN de "3C (75 MHz, CDCl;) &: 54,1 (C-7); 93,9 (C-4); 129,9 (C-2/C-6); 135,0
(C-1); 137,9 (C-3/C-5).

Sintese da 4-nitrobenzilmetanoazida (A6)

Aspecto: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,80 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 4,50 (s, 2H, H-7); 7,49 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-
2/H-6): 8,23 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-3/H-5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 53,6 (C-7); 123,9 (C-3/C-5); 128,5 (C-2/C-6);
142,6 (C-1); 147,6 (C-4).

Sintese da 4-metoxibenzilmetanoazida (A7)

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

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) 3: 3,82 (s, 3H, OCHa); 4,27 (s, 2H, H-7); 6,91 (d,
2H, J = 8,7 Hz, H-3/H-5); 7,25 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2/H-6).
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RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 54,3 (C-7); 55,2 (OCHs); 114,1 (C-3/C-5);
128,6 (C-1); 129,7 (C-2/C-6); 159,6 (C-4).

Sintese da 4-(trifluorometoxi)benzilmetanoazida (A8)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 4,36 (s, 2H, H-7); 7,23 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-
3/H-5); 7,35 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-2/H-6).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) &: 53,9 (C-7); 120,4 (q, J = 255,8 Hz, OCF3);
121,2 (C-3/ C-5); 129,5 (C-2/C-6); 134,1 (C-1); 149,1 (C-4).

Sintese da 4-(trifluoro)benzilmetanoazida (A9)

Aspecto: Oleo incolor.

CCD: R¢= 0,95 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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RMN de 'H (300 MHz, CDCly) &: 4,43 (s, 2H, H-7); 7,44 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-
2/H-6): 7,65 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-3/H-5).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 54,1 (C-7); 125,8 (q, J = 3,8 Hz, C-3/C-5);
128,2 (C-2/C-6); 128,6 (q, J = 254,3 Hz, CF3); 135,4 (q, J = 28,0 Hz, C-4); 139,3
(C-1).

Sintese da 3,4-difluorobenzilmetanoazida (A70)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 4,31 (s, 2H, H-7); 7,02-7,21 (m, 3H, H-2/H-
5/H-6).

RMN de *C (75 MHz, CDCl,) &: 53,6 (C-7); 117,1 (dI, J = 17,3 Hz, C-5); 117,6 (dI,
J=17,3 Hz, C-2); 124,1 (dd, J; = 6,8 Hz e J, = 3,8 Hz, C-6); 132,4-132,5 (m, C-
1); 148,4-152,1 (m, C-3/C-4).

Sintese da 4-metilbenzilmetanoazida (A11)
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Aspecto: Oleo incolor.
CCD: R¢= 0,82 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCl5) &: 2,36 (s, 3H, CHs); 4,28 (s, 2H, H-7); 7,17-7,23
(m, 4H, H-2/H-3/ H-5/H-6).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 21,1 (CHs); 54,6 (C-7); 128,2 (C-2/C-6); 129,4
(C-3/C-5); 132,2 (C-1); 138,1 (C-4).

Sintese da 3-bromobenzilmetanoazida (A72)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 4,33 (s, 2H, H-7); 7,24-7,26 (m, 2H, H-5/H-6);
7,46-7,48 (m, 2H, H-2/H-4).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 54,0 (C-7); 122,8 (C-3); 126,5 (C-6); 130,3 (C-
4); 131,0 (C-2); 131,3 (C-5); 137,6 (C-1).
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Sintese da 2-bromobenzilmetanoazida (A13)

6
O
4
Br

3

(A13)

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

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &: 4,50 (s, 2H, H-7); 7,20 (td, J; = 7,6 Hz e J, =
1,8 Hz, 1H, H-5); 7,32-7,42 (m, 2H, H-4/H-6); 7,61 (dd, J; = 7.9 Hz e J, = 0,8
Hz, 1H, H-3).

RMN de C (75 MHz, CDCl;) &: 54,6 (C-7); 123,6 (C-2); 127,7 (C-4); 129,8 (C-
5); 130,0 (C-6); 133,0 (C-3); 134,9 (C-1).

Sintese da 2,4-difluorobenzilmetanoazida (A14)

Aspecto: dleo incolor.
CCD: R¢= 0,98 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 4,37 (s, 2H, H-7); 6,82-6,95 (m, 2H, H-3/H-5);
7,25-7,37 (m, 1H, H-6).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 47,9 (d, J = 2,3 Hz, C-7); 104,2 (t, J = 25,5 Hz,
C-3); 11,7 (t, J = 4,5 Hz, C-5); 118,7 (dd, J; = 12,0 Hz, J, = 3,8 Hz, C-1); 131,3
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(9, J=5,3 Hz, C-6); 161,0 (dd, J1 = 237,0 Hz, J, = 12,0 Hz, C-2); 163,0 (dd, J; =
236,3 Hz, J, = 12,0 Hz, C-4).

Devido a similaridade estrutural dos compostos 43-55, ndo sera feita
uma discussdo pormenorizada da caracterizacdo de cada um destes

compostos. A seguir sera descrita a caracterizagdo do composto 49.

No espectro na regido do infravermelho do composto 49 (Figura 2.13,
pg. 84) foram observadas as principais bandas esperadas para a estrutura do
triazol 49. Em 3141, 3072 e 3030 cm”' nota-se a presenca das bandas
referentes ao estiramento da ligagdo C-H aromatico. As bandas de estiramento
C-H alifatico aparecem em 2960, 2922 e 2839 cm™. A banda intensa em 1742
cm™ é referente ao estiramento C=0 de éster. Em 1609 cm™ observa-se a
banda de estiramento da ligagdo N=N do anel triazdlico. As bandas em 1513,
1489, 1462 e 1447 cm™ sado referentes ao estiramento de ligagdes C=C
aromaticas. As bandas em 1049, 1029, e 998 cm™' sdo devidas as deformacdes
angulares no plano de ligagdes C-H aromaticas. E em 786 e 769 cm™ pode-se
constatar as bandas de deformagdo angular fora do plano de ligagdes C-C

aromaticas.

No espectro de RMN de "H do composto 49 (Figura 2.14, pg. 85) o sinal
correspondente aos hidrogénios mais blindados, observado em &4 3,80 e
integrado para trés hidrogénios, corresponde ao simpleto referente ao grupo
metoxila (-OCHs;). Em &4 5,19 e &4 5,25 tem-se a presencga de dois simpletos,
cada um integrando pra dois hidrogénios referentes aos hidrogénios H-4’ e H-1’

respectivamente. O simpleto em &4 5,47 integrando para dois hidrogénios
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corresponde aos hidrogénios metilénicos do anel lactbénico. Pela maior
proximidade com o grupo metoxila, os hidrogénios aromaticos mais blindados
sdo os H-7'/H-9’ que aparecem como um dupleto em & 6,90 integrando para
dois hidrogénios com J = 9 Hz. Os demais hidrogénios aromaticos aparecem
como um multipleto integrando para cinco hidrogénios em &4 7,21-7,41 (H-2/H-
4/H-5/H-6’/H-10’). O sinal de maior frequéncia no espectro, observado em &y

7,53 relaciona-se ao atomo de hidrogénio do anel triazélico (H-3’).

No espectro de RMN de "*C do composto 49 (Figura 2.15, pg. 86) o
sinal observado em & 53,8 foi atribuido ao carbono metilénico C-4’. Importante
ressaltar que os sinais em o&c 55,3 (atribuido ao carbono do grupo metoxila -
OCHg3), & 160,0 (atribuido ao carbono C-8’), &c 114,5 (atribuido aos carbonos
C-7'IC-9) e oc 129,7 (atribuido aos carbonos C-6'/C-10’) estdo em acordo com
valores de deslocamento quimico descritos na literatura e apresentados na

Figura 2.16 (pg. 87) (FRESENIUS et al., 1989).

Os carbonos metilénicos C-1' e C-6 sdo observados em & 62,4 e 69,5,
respectivamente. O carbono C-2 pode ser observado em & 109,0. O atomo C-
3 possui deslocamento quimico em & 122,6. Os demais carbonos aromaticos
C4, C-5, C-5, C-7, C-8, C-3 e C-8 foram atribuidos, respectivamente, aos
seguintes deslocamentos quimicos: & 123,1, 123,3, 126,3, 127,1, 139,3, 159,2
e 160,0. O atomo de carbono mais desblindado da estrutura de 43 € aquele do

grupo carbonila C-1 em & 171,0.

83



653 903
—G70 446
590,748
TEE 974
TH6 095
833973
H62.304
—809 532
97 SE6
102584 —1049.11

1122.04

236011550 08

128021

T
1000

T
1500

F16ES
1447 46
146248
—1488 .55
1513.5
58351
G085 85
—1742.31

(]
=
O

, Z. zZ
"’
Z
—
O
O
o
T T T T T
= [=] = [=] =]
[=2] =] P (=) (¥

(%) elpuenwsuel]

T
500

2000

2500

3000

3500

4000

Namereo de onda (em-)

2.13 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 49.

igura

F

84



08¢ —

6T°S ~
vs—

LY'S—

889~
169"

we
mN.n/
(TL-%

0€'L—,

SE'L F
8€'L
ov'L \

€572

-

]
r o
A
89— L - o
69— I\ - F o
T
Q
™~
=
<&
<
o —
- ~
I o~
L _
we” o -
ST T >
we = a | ™
oL~ WO ~
sei~. T _
Gl AN—
. g - <
AN T _ L -
N
T
¢HD0
b
T /
—
-
T
2 \
(@) b
% T
> R
> ©
- o
NoN,N S
- — -
™ »
uIN\\
@]
N
™
N~
<
o/® °

Bee |

0.0

0.5

2.0 1.5 1.0

2.5

3.5

T
4.0
f1 (ppm)

T
4.5

5.0

5.5

Figura 2.14 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 49.

85



¥8'€5 ~—
€665 —

SE€79 —

6v'69 —

66'80T —

1SPIT —

€9°221
80°€ZT AN
9z'eet
9292t W
L0°LTT r
YL 6TT

0€'6ET —

9E'EPT —

ST'6ST ~
66'6ST ~

L6041 —

cozzi— €0
[sg]
80cet — B — F o
9zeer — -
/ P
i
@)
nE
= u/m
l4|
L& d
97°'9¢T — -
S0 | /
N eHJO - =
10'(21 — /D - Fo W
I
@lu ‘ MW
NlU M
.m|U\_N|U - W
0T-2/9-D - _ W
)
=
o
) w
o ~
o ©
N ©
<

170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

180

Figura 2.15 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) do composto 49.

86



5

(@) 54,8
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d) 1295

Figura 2.16 - Valores descritos de deslocamento quimico para vizinhos
aromaticos ao grupo metoxila (FRESENIUS et al., 1989).

No Esquema 2.12 esta representado a analise retrossintética para a

preparagao dos compostos triazélicos contendo o nucleo indan-1,3-diona.

N=N
0o N UNAT 0 _— o
N Reagdo 'click" @qé(_ Propargilagéo A @Q
\ \"N [ > e L v
®) N o) o)
\_Ar Indan-1,3-diona
(56-68) (42)

Ar = diferentes grupos aromaticos

Esquema 2.12 - Analise retrossintética dos 1,2,3-triazois (56-68).

Baseado na analise retrossintética, a preparacdo dos compostos
triazolicos 56-68 foi planejada a partir de reagdes “click” entre o composto 42 e
diferentes azidas benzilicas. A sintese de 42, por sua vez, foi realizada a partir

da propargilacdo da indan-1,3-diona que ¢é disponivel comercialmente.

Para a sintese do composto 42, a indan-1,3-diona, que possui um grupo
metileno ativado, foi desprotonada com hidroxido de potassio e
subsequentemente tratada com o 3-bromoprop-1-ino (brometo de propargila),

como mostrado no Esquema 2.13 (pg. 88).
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(42)

Esquema 2.13 - Sintese do composto 42 e proposta mecanistica de sua
formacéo.

Os dados do composto 42 sao apresentado a seguir.

Aspecto: sélido amarelo.

CCD: Rr. = 0,82 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 87,2 — 87,8 °C.

IV (ATR) v max: 3435, 3296, 3271, 3061, 2950, 2918, 1742, 1704, 1590, 1422,
1346, 1249, 934, 808, 750, 660, 629, 550, 499 cm™.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 1,78 (t, 2H, J = 3 Hz, H-4/H-7’); 2,68 (d, 4H, J
= 3 Hz, H-2'/H-5’); 7,86-7,91 (m, 2H, H-3/H4); 8,00-8,06 (m, 2H, H-2/H5).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 22,8 (C-2'/C-5'); 55,1 (C-7); 71,9 (C-3'/C-6);
77,6 (C-4/C-T’); 123,3 (C-2/C-5); 136,0 (C-3/C-4); 142,3 (C-8/C-9); 200,5 (C-
1/C-6).
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No espectro no infravermelho (Figura 2.17, pg. 90) do composto 42,
percebe-se duas bandas, uma em 3296 e outra em 3271 cm™, referentes ao
estiramento da ligacdo C-H da ligagao tripla. Destaca-se também as bandas
em 1742 e 1704 cm™, que caracterizam os estiramentos assimétrico e

simétrico, respectivamente, das ligagdes C=0 do composto 42.

No espectro de RMN de 'H do composto 42 (Figura 2.18, pg. 91), o
sinal para os atomos de hidrogénio H-4’ e H-7’ mais blindados pode ser notado
como um tripleto em 64 1,78 (J = 3 Hz). O sinal em &4 2,68 corresponde aos
hidrogénios metilénicos H-2’ e H-5". Os dois multipletos, um em & 7,87-7,91 e
outro em ¢y 8,00-8,05, presentes na regido aromatica sdo referentes aos

hidrogénios H-3/H-4 e H-2/H-5 respectivamente.

O numero de sinais obervados no espectro de RMN de *C de 42
(Figura 2.19, pg. 92) esta em total acordo com sua estrutura. Os carbonos
mais blindados C-2'/C-5 sdo observados em & 22,8. O sinal em & 55,1 é
atribuido ao atomo C-7. Os carbonos C-3’/C-6’ da ligagao tripla ocorrem em o&¢
71,9, enquanto que os terminais em o&c 77,6. Os carbonos aromaticos C-2/C-5,
C-3/C-4 e C-8/C-9 podem ser observados em & 123,3, 136,0 e 1423
respectivamente. Por fim, em & 200,5 tem-se os carbonos carbonilicos C-1/C-

6.
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Os compostos 56-68 (Figura 1.15, pg. 14), analogamente aos
compostos 43-55 (Figura 1.14, pg. 13), foram sintetizados via reagdes “click”
(Esquema 2.14, pg. 94) do composto 42 com as azidas A1-A10 e A11-A14

(Figuras 2.2 e 2.3, pg. 34 e 35 respectivamente).
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= AI’CH2N3 N
CusO, N
0o \\ Ascorbato de Sédio e} | N
(42) H,0, CH,Cl, LAr
(56 a 68)

Ar = diferentes grupos aromaticos

e

Br

0
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OCHg

OCH,4

o
pd
4 I
Z’Z
-

OCF,4
\\N /

OCF,

:

(68)

Esquema 2.14 - Reacdo CuAAC utilizada para a obtengcdo dos compostos
triazélicos 56-68.
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Os dados dos compostos 56-68 sdo apresentados a seguir.

Sintese da 2,2-bis((1-(4-bromobenzil)-1H-1,2, 3-triazol-4-i[) metil)-1H-indano-
1,3(2H)-diona (56)

O
Bihalislte i

+

AN Br CuS0,5H,0,

ascorbato de

(A4) sodio
(42)
Massa Molar: 646,3320
(56)
Substancia 42 A4 CH.Cl, H,0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
’ de sédio
Massa 88,8 mg 168,8 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 211,0 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol | 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm3 1,0 g/m3 - -
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: sélido branco.

Massa obtida: 143,1 mg (0,22 mmol, 55% de rendimento).

CCD: R¢= 0,00 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 207,1 — 208,3 °C.

IV (ATR) v max: 3139, 3079, 2965, 2925, 2022, 1743, 1704, 1593, 1552, 1488,
1434, 1334, 1247, 1131, 1069, 1012, 936, 773, 710, 653, 621, 552, 475 cm™".

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &: 3,27 (s, 4H, H-1/H-11"); 5,27 (s, 4H, H-4'/H-
14'); 6,85 (dap, 4H, J = 6 Hz, H-6"/H-107H-16"/H-20'); 7,14 (s, 2H, H-3/H-13");
7,38 (dap, 4H, J = 9 Hz, H-7"/H-9'/H-17'/H-20"); 7,64-7,73 (m, 4H, H-2/H-3/H-
4/H-5).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 30,4 (C-1/C11’); 53,1 (C-4'/C14’); 57,6 (C-7);
122,2 (C-8/C-18"); 122,6 (C-3/C13’); 122,9 (C-2/C-5); 129,2 (C-6’/C10’/C-
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16'/C-20’); 132,1 (C-7'/C-9'/C-17"/C-19); 133,7 (C-5/C-15"); 135,3 (C-3/C-4);
142,1 (C-8/C-9); 142,3 (C-2'/C12’); 202,1 (C-1/C-6).

Sintese da 2,2-bis((1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-
1,3(2H)-diona (57)

= N3 H,O, etanol ®
+ > 4
CUSO4.5H20,
0 \\ Br ascorbato de
sédio
(42) (A12)
Massa Molar: 646,3320
(57)

A Ascorbato
Substancia 42 A12 CH.CI; H.O CuS04.5H,0 de sodio
Massa 88,8 mg 168,8 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 211,0 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol | 197,5 g/mol

Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm3 1,0 g/m3
Volume - - 1,5mL 1,5mL = =

Aspecto: sélido branco.

Massa obtida: 159,5 mg (0,25 mmol, 55% de rendimento).

CCD: R¢= 0,08 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 185,6 — 187,2 °C.

IV (ATR) v max: 3132, 3075, 2923, 2364, 1739, 1702, 1597, 1571, 1471, 1430,
1345, 1245, 1131, 1054, 938, 845, 763, 709, 665, 643, 590, 551, 490 cm™".

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,28 (s, 4H, H-1/H-11"); 5,27 (s, 4H, H-4'/H-
14’); 6,89-6,94 (m, 2H, H-9/H-19"); 7,11-7,21 (m, 6H, H-6"/H8'/H-10’/H-16"/H-
18'/H-20’); 7,40-7,45 (m, 2H, H-3'/H13"); 7,62-7,69 (m, 2H, H-3/H-4); 7,70-7,76
(m, 2H, H-2/H-5).
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RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 30,3 (C-1'/C-11’); 53,0 (C-4'/C-14’); 57,5 (C-7);
122,3 (C-3/c-13’); 122,9 (C-2/C-5); 122,9 (C-7/C-17°); 126,2 (C-10°/C-20");
130,5 (C-8'/C-18’); 130,7 (C-9/C-19’); 131,7 (C6'/C-16"); 135,4 (C-3/C-4); 136,8
(C-5/C15’); 142,0 (C-8/C9); 142,3 (C-2'/C12’); 202,1 (C-1/C-6).

Sintese da 2,2-bis((1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-

1,3(2H)-diona (58)

A Br CuS04.5H20,
O ascorbato de
(42) (A13) sodio
Massa Molar: 646,3320
(58)
Substancia 42 A13 CH.Cl; H,0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sédio
Massa 88,8 mg 168,8 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 211,0 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - = 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm3 1,0 g/m3 - -
Volume 1,5mL 1,5mL

Aspecto: sélido amarelo palha.

Massa obtida: 182,3 mg (0,28 mmol, 70% de rendimento).

CCD: R¢= 0,11 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusado: 178,4 —179,7 °C

IV (ATR) v max: 3142, 3062, 2917, 1737, 1700, 1592, 1570, 1469, 1432, 1349,
1245, 1132, 1044, 1027, 937, 803, 755, 736, 708, 662, 645, 555, 483 cm™".

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &: 3,31 (s, 4H, H-1/H-11"); 5,42 (s, 4H, H-4'/H-
14’); 6,72-6,76 (m, 2H, H-8'/H-18’); 7,50-7,56 (m, 4H, H-9/H-10/H-19'/H-20");
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7,24 (s, 2H, H-3/H-13); 7,50-7,56 (m, 2H, H-7"/H17’); 7,63-7,67 (m, 2H, H-3/H-
4); 7,73-7,77 (m, 2H, H-2/H-5).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl;) &: 30,4 (C-1'/C-11’); 53,5 (C-4'/C-14’); 57,6 (C-7);
122,7 (C-3'/c-13); 123,0 (C-2/C-5); 123,1 (C-6'/C-16"); 129,7 (C-9'/C-19’); 130, 1
(C-8/C-18"); 133,0 (C-5/C-15"); 134,1 (C7’/C-17’); 135,3 (C-3/C-4); 142,0 (C-
8/C9); 142,2 (C-2//C12’); 202,1 (C-1/C-6).

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

1,3(2H)-diona (59)

e 3
) /@/\NS H,0, etanol O’

_—

cl 4

X AN CuS04.5H,0,

(A3) ascorbato de

(42) sodio
Massa Molar: 557,4300
(59)
Substancia 42 A3 CH.Cl H,0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
de sodio
Massa 88,8 mg 133,6 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 167,0 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm3 1,0 g/m3 - -
Volume - 1,5mL 1,5mL =

Aspecto: soélido branco.

Massa obtida: 95,1 mg (0,17 mmol, 43% de rendimento).

CCD: R¢= 0,02 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 222,3 — 223,9 °C
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IV (ATR) v max: 3143, 3074, 2987, 2925, 2361, 2184, 2163, 2036, 1743, 1704,
1596, 1547, 1493, 1435, 1337, 1248, 1130, 1092, 1050, 1017, 937, 803, 777,
712, 645, 556, 481 cm™.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 3,27 (s, 4H, H-1"/H-11"); 5,27 (s, 4H, H-4'/H-
14°); 6,92 (dap, 4H, J = 9,0 Hz; H-6'/H-10"/H-16"/H-20"); 7,14 (s, 2H, H-3/H-13");
7,22 (dap, 4H, J = 6,0 Hz; H-7"/H-9'/H-17"/H-20"); 7,64-7,73 (m, 4H, H-2/H-3/H-
4/H-5).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 30,4 (C-1/C11’); 53,0 (C-4/C14’); 57,6 (C-7);
122,2 (C-3'/C13'); 122,9 (C-2/C-5); 128,9 (C-7’/CY/C-17'/C-19’); 129,1 (C-6'/C-
10’/C-16'/C-20’); 133,2 (C-8'/C-18’); 134,5 (C-5'/C-15); 135,3 (C-3/C-4); 142,1
(C-8/C-9); 142,3 (C-2/C12’); 202,1 (C-1/C-6).

Sintese da  2,2-bis((1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-

1,3(2H)-diona (60)

O —_—
o N, H2Q.etanol
\ * . CuS0,.5H,0,
o) \ ascorbato de
(A2) sédio
(42)
Massa Molar: 524,5208
(60)
Substancia 42 A2 CH.Cl, H,0 CuSO,.5H,0 | Ascorbato
. de sédio
Massa 88,8 mg 120,9 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 2221 g/mol | 151,1 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm3 1,0 g/m3 - -
Volume 1,5mL 1,5mL

Aspecto: sélido branco.

Massa obtida: 98,0 mg (0,19 mmol, 48% de rendimento).
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CCD: R¢= 0,01 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 223,0 — 2245 °C

IV (ATR) v max: 3139, 3074, 2924, 2361, 2033, 1740, 1702, 1601, 1509, 1433,
1345, 1220, 1157, 1132, 1056, 936, 834, 775, 711, 682, 645, 534, 483 cm™".

RMN de "H (300 MHz, CDCly) &: 3,27 (s, 4H, H-1"/H-11"); 5,27 (s, 4H, H-4'/H-
14’); 6,90-7,02 (m, 8H, H-6'/H-7"/H-9'/H-10'/H-16'/H-17"/H-19/H-20); 7,14 (s,
2H, H-3'/H-13’); 7,63-7,69 (m, 2H, H-3/H-4); 7,70-7,75 (m, 2H, H-2/H-5).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 30,3 (C-1/C11’); 53,0 (C-4/C14’); 57,5 (C-7);
115,9 (d, J = 21,8 Hz, C-7’/C9/C17’/C19’); 122,2 (C-3'/C13’); 122,9 (C-2/C-5);
129,5 (d, J = 8,3 Hz, C-5/C15); 130,5 (d, J = 3,8 Hz, C-6'/C-10’/C-16'/C-20");
135,3 (C-3/C-4); 142,1 (C-8/C-9); 142,2 (C-2'/C12’); 162,6 (d, J = 246,8 Hz, C-
8'/C-18); 202,1 (C-1/C-6).

Sintese da 2,2-bis((1-(4-metoxiobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-
1,3(2H)-diona (61)

P — /©/\N3 H0, etanol
e
>£ + CuS0,.5H,0,
\\ H;CO ascorbato de
(0] sodio
(A7)
42)
Massa Molar: 548,5918
(61)
Substancia 42 A7 CH:CI, H,O CuSO04.5H,0 Ascorbato
’ de sédio
Massa 88,8 mg 130,5 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 163,1 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol | 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - = 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm® | 1,0 g/m® - -
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL
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Aspecto: soélido branco.
Massa obtida: 158,2 mg (0,29 mmol, 73% de rendimento).
CCD: R¢= 0,01 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 118,5-119,8 °C

IV (ATR) vmax: 3127, 3073, 3001, 2925, 2836, 2028, 1744, 1703, 1612, 1512,
1460, 1435, 1332, 1301, 1245, 1175, 1129, 1027, 938, 774, 711, 683, 651, 551,
482 cm.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 3,25 (s, 4H, H-1"/H-11"): 3,79 (s, 3H, -OCHs);
5,23 (s, 4H, H-4'/H-14’); 6,77-6,80 (dap, 4H, J = 9,0 Hz, H-7'/H-9/H-17'/H-19");
6,94-6,97 (dap, 4H, J = 9,0 Hz, H-6'/H-10"/H-16'/H-20"); 7,09 (s, 2H, H-3'/H-13");
7,62-7,67 (m, 2H, H-3/H-4); 7,70-7,76 (m, 2H, H-2/H-5).

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 30,4 (C-1/C11’); 53,4 (C-4'/C14’); 55,3 (-
OCHs); 57,6 (C-7); 114,3 (C-7’/C9/C17°/C19’); 122,0 (C-3/C13’); 122,9 (C-2/C-
5); 126,6 (C-5'/C15’); 129,2 (C-6//C-10’/C-16"/C-20"); 135,2 (C-3/C-4); 142,0 (C-
8/C-9); 142,1 (C-2’/C12’); 159,7 (C-8'/C-18’); 202,2 (C-1/C-6).

Sintese da 2,2-bis((1-(4-trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-
indano-1,3(2H)-diona (62)

o —
= /©/\N3 H,0, etanol
et
\ + F3CO CUSO4.5H20,
\ (A8) ascorbato de

sédio

Massa Molar: 656,1607
62
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Substancia 42 A8 CHCl; H;0 CusO.5H,0 | AScorbato
Massa 88,8 mg 173,6 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 217,0 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol

Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 = - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm3 1,0 g/m3 - -
Volume - - 1,5mL 1,5mL - -

Aspecto: soélido branco.
Massa obtida: 189,4 mg (0,29 mmol, 73% de rendimento).
CCD: R¢= 0,02 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 253,7 — 254,5 °C

IV (ATR) v max: 3139, 3083, 2925, 2163, 2035, 1742, 1703, 1598, 1509, 1434,
1289, 1213, 1150, 1056, 1019, 937, 818, 773, 692, 645, 609, 552, 479 cm™".

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 3,29 (s, 4H, H-1"/H-11"); 5,32 (s, 4H, H-4'/H-
14’); 7,01 (dap, 4H, J = 6,0 Hz; H-7"/H-9'/H-17"/H-20"); 7,11 (dap, 4H, J = 9,0 Hz;
H-6'/H-10"/H-16"/H-20’); 7,18 (s, 2H, H-3'/H-13’); 7,64-7,68 (m, 2H, H-3/H-4);
7,70-7,75 (m, 2H, H-2/H-5).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 30,3 (C-1'/C11’); 52,9 (C-4/C14’); 57,6 (C-7);
120,0 (g, J = 255,8 Hz, OCFs); 121,4 (C-6/C-10’/C-16'/C-20"); 122,3 (C-
3/C13’); 122,9 (C-2/C-5); 129,0 (C-7/CY/C-17°/C-19’); 133,4 (C-5/C-15);
135,3 (C-3/C-4); 142,1 (C-8/C-9); 142,3 (C-2'/C12’); 149,2 (C-8/C-18’); 202,0
(C-1/C-6).
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Sintese da  2,2-bis((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-

1,3(2H)-diona (63)

. /©/\N3 H,0, etanol
R
AN O.N CuS0,5H,0,
O ascorbato de
sodio
(42) (A6)
Massa Molar: 578,5350
63
Substancia 42 A6 CH:Cl; H;0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
. de sédio
Massa 88,8 mg 142,5 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 178,1 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade 0,87 g/cm3 1,0 g/m3 - -
Volume 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: sélido amarelo palha.

Massa obtida: 186,8 mg (0,32 mmol, 80% de rendimento).

CCD: R¢= 0,01 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 271,2 — 272,4 °C

IV (ATR) v max: 3145, 3081, 2928, 2855, 2162, 1738, 1701, 1599,1516, 1433,

1347, 1247, 1133, 1109, 1054, 1016, 937, 857, 800, 757, 732, 701, 625, 551,
478 cm’.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg) &: 3,23 (s, 4H, H-1/H-11’); 5,44 (s, 4H, H-
H[H-14’); 7,15 (dap, 4H, J = 9,0 Hz; H-6'/H-10'/H-16'/H-20"); 7,70-7,79 (m, 6H,
H-2/H-3/H-4/H-5/H-3'/H-13"); 8,11 (dap, 4H, J = 9,0 Hz; H-7'/H-9'/H-17"/H-19").

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) &: 30,7 (C-1/C-11’); 51,9 (C-4’/C-14’); 57,8
(C-7); 123,0 (C-3/C-13’); 124,2 (C-2/C-5); 128,8 (C-7'/C-9’/C-17’/C-19’); 136,1
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(C-3/C-4); 141,8 (C-6//C-10’/C-16"/C-20’); 142,3 (C-8/C-9); 143,9 (C-5/C-15');
147,5 (C-8'/C-18’); 202,1 (C-1/C-6).

Sintese da 2,2-bis((1-(2,4-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-
1,3(2H)-diona (64)

O —
+ —_—
F F CuS0,.5H,0,
(e} \\ ascorbato de
42) (A14) sédio
Massa Molar: 560,5017
64
Substancia 42 A14 CH.Cl, H.0 CuSO0,5H,0 | Ascorbato
: de sédio
Massa 88,8 mg 135,2 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 169,0 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm3 1,0 g/m3 - -
Volume 1,5mL 1,5mL -

Aspecto: sélido branco.

Massa obtida: 133,2 mg (0,24 mmol, 60% de rendimento).

CCD: R¢= 0,06 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusdo: 178,3 -179,5 °C

IV (ATR) v max: 3131, 3080, 3008, 2959, 2925, 2180, 2048, 1985, 1945, 1742,
1704, 1602, 1505, 1460, 1429, 1346, 1270, 1223, 1132, 1090, 1063, 970, 936,
847, 780, 754, 712, 644, 606, 516, 485, 452 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,27 (s, 4H, H-1"/H-11"); 5,32 (s, 4H, H-4'/H-
14’); 6,73-6,83 (m, 4H, H-7/H-9/H-17"/H-19); 6,91-6,98 (m, 2H, H-6'/H-16");
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7,22 (s, 2H, H-3'/H-13/); 7,63-7,67 (m, 2H, H-3/H-4); 7,71-7,75 (m, 2H, H-2/H-
5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 30,3 (C-1'/C11’); 46,8 (C-4'/C14’); 57,4 (C-7);
104,2 (t, J = 24,8 Hz, C-9/C-19"); 112,0 (dd, J1 = 17,3 Hz, J» = 3,8 Hz, C-7'/C-
17°): 118,0 (dd, J; = 10,5 Hz, J, = 3,8 Hz, C-5'/C-15'); 122,3 (C-3'/C13’); 122,9
(C-2/C-5); 131,1 (dd, J; = 5,3 Hz, J, = 3,8 Hz, C-6/C-16); 135,2 (C-3/C-4);
142,1 (C-8/C-9); 142,2 (C-2'/C-12); 160,4 (dd, J; = 237,0 Hz, J» = 12,0 Hz, C-
10/C-20%); 163,1 (dd, J; = 238,5 Hz, J> = 11,3 Hz, C-8'/C-18’); 202,0 (C-1/C-6).

Sintese da  2,2-bis((1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-
1,3(2H)-diona (65)

J— N H,0, etanol
— 3 — >
. |/©/\ CuS0,4.5H,0,
\ ascorbato de
5\ Exact Mass: 258,9606 sodio
Exact Mass: 222,07
Exact Mass: 739,9894
A . Ascorbato
Substancia 42 A5 CH.CI; H.O CuS04.5H,0 de sodio
Massa 88,8 mg 207,2 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222 1 g/mol | 259,0 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/em® | 1,0 g/m° - -
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL - -

Aspecto: sélido branco.
Massa obtida: 135,0 mg (0,18 mmol, 45% de rendimento).
CCD: R¢= 0,06 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusdo: 211,3 - 212,2 °C
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IV (ATR) v max: 3141, 3082, 2980, 2915, 2008, 1750, 1707, 1592, 1550, 1484,
1462, 1428, 1405, 1348, 1247, 1220, 1135, 1061, 1004, 937, 845, 802, 777,
707, 655, 560, 489, 469 cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d) &: 3,19 (s, 4H, H-1/H-11’); 5,32 (s, 4H, H-
4/H-14"); 6,72 (dap, 4H, J = 9,0 Hz; H-6'/H-10"/H-16'/H-20’); 7,62 (dap, 4H, J =
9,0 Hz; H-7'/H-9'/H-17/H-19’); 7,67-7,69 (m, 4H, H-2/H-3/H-3'/H-13"); 7,76-7,79
(m, 2H, H-4/H-5).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg) &: 30,7 (C-1/C-11’); 52,2 (C-4’/C-14’); 57,8
(C-7); 122,9 (C-3'/C-13); 123,8 (C-2/C-5); 130,0 (C-6"/C-10’/C-16’/C-20’); 136,1
(C-3/C-4); 136,3 (C-5/C-15'); 137,8 (C-7'/C-9/C-17/C-19’); 141,6 (C-8/C-9);
142,3 (C-8'/C-18’); 202,1 (C-1/C-6).

Sintese da 2,2-bis((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-1,3(2H)-diona
(66)

O —
— @/\N3 H»0, etanol
+ CuS04.5H,0,
\\ ascorbato de
O (A1) sodio
42)
Massa Molar: 488,5399
66
Substancia 42 A1 CH.Cl, H,0 | CuSO.5H,0 | Ascorbato
i de sédio
Massa 88,8 mg 133,1 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 2221 g/mol | 259,0 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 glcm® | 1,0g/m° - -
Volume 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: soélido branco.

Massa obtida: 135,7 mg (0,28 mmol, 70% de rendimento).
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CCD: R¢= 0,05 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 161,5—-162,8 °C

IV (ATR) v max: 3133, 3065, 3033, 2048, 1978, 1742, 1703, 1598, 1553, 1495,
1455, 1432, 1343, 1245, 1133, 1055, 1027, 937, 802, 752, 729, 697, 645, 581,
551, 489, 460 cm™".

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 3,27 (s, 4H, H-1/H-11); 5,30 (s, 4H, H-4'/H-
14°); 6,98 (dap, 4H, J = 9,0 Hz; H-6'/H-10"/H-16"/H-20"); 7,14 (s, 2H, H-3/H-13");
7,25-7,29 (6H, H-7/H-8'/H-9'/H-17'/H-18'/H-20"); 7,63-7,67 (m, 2H, H-3/H-4);
7,70-7,75 (m, 2H, H-2/H-5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) &: 30,4 (C-1'/C11’); 53,8 (C-4/C14’); 57,6 (C-7);
122,3 (C-3/C13’); 122,9 (C-2/C-5); 127,6 (C-8'/C-18’); 128,5 (C-7'/CY/C-17'/C-
19'):; 128,9 (C-6'/C-10°’/C-16'/C-20’); 134,6 (C-5'/C-15); 135,3 (C-3/C-4); 142,1
(C-8/C-9); 142,2 (C-2/C12’); 202,2 (C-1/C-6).

Sintese da  2,2-bis((1-(4-trifluorometil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-

indano-1,3(2H)-diona (67)

0
— /©/\N3 H50, etanol
—_—
+ CUSO4.5H20,
\\ FaC ascorbato de
0 (A9) sédio ;
(42) o 7
Massa Molar: 624,5358
(67)
Substancia 42 A9 CH.Cl, H,0 CuSO0,.5H,0 | Ascorbato
. de sédio
Massa 88,8 mg 160,8 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 222,1 g/mol | 201,1 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol | 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm® | 1,0 g/m® - -
Volume 1,5mL 1,5mL
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Aspecto: solido branco.
Massa obtida: 128,1 mg (0,21 mmol, 53% de rendimento).
CCD: R¢= 0,24 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusao: 243,7 — 2446 °C

IV (ATR) vmax: 3140, 3086, 2982, 2935, 2141, 2040, 1744, 1704, 1621, 1599,
1555, 1463, 1422, 1327, 1248, 1109, 1067, 1018, 937, 822, 781, 753, 709, 690,
624, 590, 488 cm".

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 3,30 (s, 4H, H-1/H-4’); 5,38 (s, 4H, H-4'/H-
14’); 7,08 (dap, 4H, J = 9,0 Hz; H-6'/H-10"/H-16'/H-20); 7,20 (s, 2H, H-3/H-13");
7,51 (dap, 4H, J = 9,0 Hz; H-7/H-9/H-17"/H-19"); 7,62-7,67 (m, 2H, H-3/H-4);
7,69-7,73 (m, 2H, H-2/H-5).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) &: 30,3 (C-1'/C-11’); 53,1 (C-4'/C-14’); 57,5 (C-7);
122,4 (C-3'/C-13'); 122,9 (C-2/C-5): 123,7 (q, J = 270,8 Hz, CF3); 125,9 (q, J =
3,8 Hz, C-7'/C-9'/C-17°/C-19); 127,7 (C-6'/C-10'/C-16"/C-20); 130,7 (q, J = 32,3
Hz, C-8'/C-18'); 135,4 (C-3/C-4); 138,6 (C-5'/C-15'); 142,1 (C-8/C-9): 142,4 (C-
2'/C12’); 202,0 (C-1/C-6).

Sintese da  2,2-bis((1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-indano-
1,3(2H)-diona (68)

HZO etanol
CuSO4 5H,0,
ascorbato de

sadio
(A11)

(42)

Massa Molar: 516,5930
(68)
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Substancia 42 A11 CH.Cl, H,O CuS0..5H,0 Ascorbato

de sadio
Massa 88,8 mg 117,7 mg - - 38 mg 60 mg
Massa molar | 2221 g/mol | 201,1 g/mol | 84,93 g/mol | 18 g/mol | 249,7 g/mol 197,5 g/mol
Mmols 0,4 mmol 0,80 mmol - - 0,15 mmol 0,30 mmol
Equivalentes 1,0 2,0 - - 0,38 0,75
Densidade - - 0,87 g/cm3 1,0 g/m3
Volume - - 1,5 mL 1,5 mL

Aspecto: soélido branco.
Massa obtida: 197,9 mg (0,38 mmol, 95% de rendimento).
CCD: R¢= 0,08 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Faixa de fusdo: 170,8 —171,4 °C

IV (ATR) v max: 3146, 3011, 2918, 2859, 2159, 2044, 1741, 1699, 1594, 1514,
1433, 1339, 1243, 1129, 1048, 936, 793, 754, 711, 658, 557, 469 cm™".

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &: 2,32 (s, CHs): 3,26 (s, 4H, H-1/H-11"); 5,25 (s,
4H, H-4'/H-14’); 6,89 (dap, 4H, J = 6,0 Hz; H-7"/H-9/H-17"/H-19"); 7,06-7,11 (m,
6H, H-3/H-6'/H-10"/H-13'/H-16"/H-20’); 7,63-7,67 (m, 2H, H-3/H-4); 7,71-7,75
(m, 2H, H-2/H-5).

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 21,1 (CHa); 30,4 (C-1/C11’); 53,6 (C-4'/C14);
57,6 (C-7); 122,1 (C-3'/C13’); 122,9 (C-2/C-5); 127,7 (C-7’/C-9'/C-17’/C-19");
129,6 (C-6'/C10’/C-16"/C-20’); 131,6 (C-5'/C-15'); 135,2 (C-3/C-4); 138,3 (C-
8'/C-18’); 142,0 (C-8/C-9); 142,1 (C-2'/C12’); 202,2 (C-1/C-6).

Devido a similaridade estrutural entre os compostos 56-68, ndo sera feita
uma discussdo pormenorizada da caracterizagdo de todos eles. A seguir

descreve-se, como exemplo, a caracterizagédo da substancia 67.

No espectro no infravermelho do composto 67 (Figura 2.20, pg. 112)

nota-se a presenca de bandas de estiramento C-H em 3140 e 3066 cm™. As
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bandas em 2982 e 2935 cm™ s&o referentes & estiramentos C-H alifaticos. Em
1744 e 1704 cm™ temos as bandas de estiramento simétrico e assimétrico,
respectivamente, das ligacbes C=0 presentes no composto 67. Em 1621 tém-
se a banda de estiramento N=N do anel triazdlico. As bandas de estiramento
C=C aromatico estdo presentes em 1462 e 1422 cm™". A banda em 1327 cm™ é
referente ao estiramento C-N aromatico. Outras bandas de destaque sdo as em
1109, 1067 e 1018 cm™ referentes a deformacéo angular no plano de ligagdes

C-H aromaticas.

No espectro de RMN de 'H do composto 67 (Figura 2.21, pg. 113), o
sinal correspondente aos atomos de hidrogénio mais blindados H-1/H-11" é
observado como um simpleto em &4 3,30. Devido a proximidade em relagdo ao
atomo de nitrogénio, os hidrogénios H-4’/H-14’ estdo mais desblindados
quando comparados aos atomos H-1/H-11". O sinal para H-4'/H-14" pode ser
observado como um simpleto &4 5,38 e integrado para quatro atomos de
hidrogénio. Em &y 7,08, observa-se um dupleto (J = 9 Hz), integrado para
quatro hidrogénios, referente aos atomos H-6'/H-10’/H-16’/H-20’. O simpleto em
oy 7,20, integrado para dois hidrogénios, relaciona-se aos hidrogénios H-3'/H-
13’ do anel triazdlico. O dupleto em &y 7,51 e integrado para quatro
hidrogénios, com constante de acoplamento de 9 Hz, esta associado aos
atomos H-7'/H-9’/H-17’/H-19’. Por fim, em oy 7,62-7,67 e em 7,69-7,63 sdo
observados, respectivamente, os sinais para os atomos H-3/H-4 e H-2/H-5

como dois multipletos cada um integrando para dois hidrogénios.

Em relagdo ao espectro de RMN de "C do composto 67 (Figura 2.22,

pg. 114), destaca-se que os valores calculados para as constantes de
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acoplamento dos quartetos, que sao observados no espectro devidos aos
acoplamentos fluor-carbono, estdo em total acordo com os valores descritos na

literatura e apresentados na Figura 2.23 (pg. 115) (FRESENIUS et al., 1989).

Como esperado, o sinal referente ao carbono do grupo CF3; aparece
como um quarteto centrado em &, 123,7 (J = 270,8 Hz). O sinal para os atomos
C-7’/C-9'/C-17’/C-19’ também sdo observados como um quarteto em & 125,9
(J = 3,8 Hz). Outro quarteto observado em & 130, 7 (J = 32,3 Hz) relaciona-se
aos carbonos C-8/C-18’. Os sinais relativos aos carbonos C-6’/C-10’/C-16’/C-
20’ em & 127,7 e dos carbonos C-5'/C-15 em & 138,6 foram observados como
simpletos. O sinal dos demais carbonos aromaticos podem ser obervados em
o 122,4 (C-3'/C-13’), 122,9 (C-2/C-5) e 135,4 (C-3/C-4). Com respeito a porgcao
alifatica da substancia 67, os sinais observados em & 30,3, 53,1 e 57,5 foram
atribuidos aos carbonos (C-1’/C-11’), (C-4’/C-14’) e 57,5, respectivamente. Ja o

sinal dos carbonos do grupo carbonila foi observado em &, 202,0 (C-1/C-6).
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a Jer
CF3 (@) 2711 Hz
b (b) 32,3Hz
¢ (c) 3,9 Hz
d (d) 1,3 Hz
e (e) ~0Hz

Figura 2.23 - Valores descritos de constantes de acoplamento '°F-'3C
(FRESENIUS et al., 1989).

Uma vez sintetizados e caracterizados, os compostos 43-68 (Figuras
1.14 e 1.15, pg. 13 e 14, respectivamente) tiveram suas atividades biolégicas
citotdxica contra células cancerigenas e inibitoria sobre uma protease do West

Nile Virus avaliadas, conforme sera descrito no Capitulo 3.
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CAPITULO 3

Avaliacao das atividades citotoxica e inibitéria contra a protease NS2B-
NB3 do West Nile Virus (WNV)

3.1. INTRODUGAO

Segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Céncer), estima-se que
no ano de 2016 o Brasil devera registrar 596 mil casos de cancer (INCA, 2015).
Caracterizado pelo descontrole da divisao celular e pela capacidade de invadir
tecidos vizinhos, o cancer é o nome dado ao conjunto de mais de 100 doengas
ocasionadas por células neoplasicas e com metastase frequente (INCA, 2011).

Os principais tratamentos a disposicdo de pessoas acometidas com o
cancer sdo a cirurgia (quando uma avaliagdo clinica julgar pertinente),
radioterapia e quimioterapia (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Esses tratamentos
normalmente imputam ao paciente um grande sofrimento devido aos efeitos
colaterais da quimioterapia e radioterapia e muitas vezes uma recuperacao
dolorosa no caso de cirurgias. Além disso, os tratamentos atualmente
disponiveis podem n&o ser efetivos para a cura do cancer (HUANG et al.,
2003).

Uma esperanca de um tratamento efetivo contra o cancer surgiu com a
fosfoetanolamina (Figura 3.1). A versao sintética do composto foi estudada no
Brasil pelo grupo de pesquisa do professor Gilberto Orivaldo Chierice. Esse
composto atuaria sinalizando as células cancerigenas, ou seja, deixando-as
mais evidentes para que o sistema imunoldgico fosse capaz de discrimina-las
e, consequentemente, elimina-las. Estudos preliminares demonstraram que a
fosfoetanolamina tem grande potencial para induzir a morte celular em varias

linhagens de células tumorais sem dano para as células normais. Entretanto,
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ainda ndo existe uma analise formal da efetividade desse composto e sobre
possiveis efeitos colaterais associados a este. Assim, a mesma encontra-se

ainda sobre investigacao (LUNA et al., 2016).

Figura 3.1 - Estrutura da fosfoetanolamina.

Como, a priori, a fosfoetanolamina n&o seria efetiva contra todos os tipos
de células cancerigenas e a mesma ainda se encontra em fase de estudos e
considerando-se também os problemas relacionados aos tratamentos hoje
disponiveis contra o cancer, a busca por novas moléculas ativas contra essa
patologia é de singular, pois 0 cancer € uma das principais causa de Obitos
tanto de paises subdesenvolvidos como desenvolvidos (WHO, 2014).

Como descrito na Parte |, Capitulo 1 do presente trabalho, compostos
triazdlicos, assim como os pertencentes a classe das isobezofuranonas e
derivados da indan-1,3-diona ja demostraram serem potencialmente ativos
contra linhagens de células cancerigenas. Logo, é factivel que os compostos
triazolicos com nucleo isobenzofuranona e indan-1,3-diona sintetizados nesse
trabalho (Parte |, Capitulo 2) tenham também atividade contra células
cancerigenas, o que motivou uma investigagcao acerca da citotoxicidade desses
compostos contra algumas linhagens celulares envolvidas com o cancer.

Descreve-se ainda neste capitulo os resultados da avaliagdo da
atividade inibitéria das isobenzofuranonas e indan-1,3-dionas contendo nucleos
triazdlicos contra a protease NS2B-NB3 do West Nile Vires (WNV).

Assim como o virus da Dengue (DENV), virus da hepatite C (HCV), virus

da febre amarela (YFV) e virus da encefalite japonesa (JEV), o West Nile Virus
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(WNV) é um patdégeno viral pertencente a familia Flaviridae (SCHULLER et al.,
2011).

O genoma do WNV e do DENV sao similares, sendo ambos compostos
por uma molécula de RNA que codifica trés proteinas estruturais (C, prM e E) e
sete ndo-estruturais (NS1, NS2a, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) pela acéo
concertada de proteases da célula hospedeira e da viral. O complexo ativo
serino-protease NS2B-NS3 € essencial para a replicacdo dos virus em pauta,
sendo este complexo ativado pela NS3 que € uma proteina multifuncional que,
além de promover o processamento da poliproteina, tem a atividade helicasica
(dissociacao da fita dupla de RNA), NTPasica (hidrélise do ATP como fonte de
energia) e RTPasica (capeamento do RNA viral). Consequentemente, o
complexo NS2B-NS3 emergiu como um atrativo alvo para a descoberta e
desenvolvimento de agentes terapéuticos para infec¢des causadas pelo WNV e
DENV (MURRAY et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014; KANG et al., 2013).

A transmissdo do WNV e DENV se da prioritariamente pela picada dos
principais mosquitos vetores, os do género Culex e Aedes respectivamente. No
mundo s&o registrados 50 a 100 milhdes de casos de infecgdes pelo DENV
sendo que cerca de 500 mil progridem para febre hemorragica/sindrome de
choque da dengue, resultando em 25 mil mortes ao ano (TIEW et al., 2011).
Em relacdo ao WNV, cerca de 70% dos casos de infecgdo causados por este
virus sdo assintomaticas, mas a forma mais severa da infecgdo causa
meningite e encefalite (CORREA e VARELLA, 2008; SCHULLER et al., 2011;
BEHNAM et al., 2015). Assim, o desenvolvimento de antivirais para o DENV e
para o WNV é muito importante a fim de se alcancar um tratamento mais

especifico para as infeccdes relacionadas a esses virus.
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A similaridade no genoma entre o DENV e o WNV sugere que
compostos ativos para um tipo de virus também possam exibir atividade para o
outro. De fato, ha relatos na literatura que corroboram essa hipétese. Como
discutido no Capitulo 1 do presente trabalho, composto triazdlicos podem ser
considerados atrativos no que tange ao desenvolvimento de antivirais para o
tratamento, por exemplo, da dengue. Levando-se em conta tudo que ja foi aqui
discutido, € factivel que compostos triazolicos também apresentem atividade
contra o WNV. No trabalho de TIEW e colaboradores (2011), uma série de 32
triazdis (Figura 3.2) na concentragéo de 25 yM foram testados contra o DENV
e contra a protease NS2B-NS3 do WNV com atividades inibitérias varinando de

60%-80%.

-
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- © @’” +
Figura 3.2 - Triaz6is com atividade contra o DENV e contra a protease NS2B-
NS3 do WNV.

Assim, no presente trabalho, avaliou-se o potencial inibitorio dos triazoéis

contendo o nucleo isobenzofuranona (43 a 55, Figura 1.14, pg. 13) e contendo
0 nucleo indan-1,3-diona (56 a 68, Figura 1.15, pg. 14) contra a protease

NS2B-NS3 do WNV.
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3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Avaliagao da atividade citotéxica

Os ensaios de avaliacdo da atividade citotoxica dos compostos
triazolicos 43-55 (Figura 1.14, pg. 13) e 56-68 (Figura 1.15, pg. 14) foram
realizados pela estudante de doutorado Graziela Domingues em colaboragao
com o grupo de pesquisa do professor Gustavo Costa Bressan do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular.

Linhagens celulares e cultura celular

Células de diferentes linhagens, HL60 (leucemia mieloide aguda), Nalm6
(leucemia linfoide aguda), Jukat (leucemia aguda de células T), MCF7 (mama),
HepG2 (hepatocarcinoma humano), B16-F10 (melanoma murino) e NIH3T3
(fibroblasto normal murino), foram cultivadas no Laboratério de Bioquimica
Celular e Bioprodutos (UFV). Todo o procedimento de cultivo foi realizado em
condigbes asseépticas, em capela de fluxo laminar com lampada ultravioleta e
utilizando material estéril e descartavel. As culturas celulares foram mantidas
em meio RPMI 1640, pH 7,4 (Gibco, Invitrogen, CA, USA) suplementadas com
10% de soro fetal bovino (SFB 10%; LGC, Campinas, Brasil), penicilina 100 U
mL" e estreptomicina 100 ug mL™ a 37 °C sob tensao de 5% de CO».

Ensaio MTT e determinacgéao de valores de IC5

As linhagens celulares HLB0 (6 x 10%), Nalmé (6 x 10%), Jukat (6 x 10%),
MCF7 (1 x 10°), HepG2 (1 x 10°), B16-F10 (1 x 10%) e NIH3T3 (3 x 10*) foram
semeadas em placas de 96 pogos, 100 uL/pogo em meio RPMI 1640 (10%
SFB) por 24 horas. Em seguida, os compostos foram adicionados em

diferentes concentragdes (200; 150; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 uyM) e as células
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foram incubadas a 37 °C sob tensdo de 5% de CO; por 48 horas. Apds o
periodo de incubagédo, 10 pL de brometo de 3-(4,5-diimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) foi adicionado a cada pogo, sendo as células incubadas
por mais 3 horas a 37 °C. Posteriormente, o meio foi removido e foi adicionado
100 yL de DMSO em cada poco, sendo a placa novamente incubada a 37 °C
por 20 minutos. A absorbancia foi determinada em comprimento de onda de
540 nm em espectrofotometro. Cada analise foi realizada em triplicata e os
resultados foram normalizados considerando as culturas tratadas apenas com
0,4% de DMSO. Os valores de ICsy foram obtidos usando o software GraphPad

Prism versao 6.1.

3.2.2. Avaliagao da atividade inibitéria contra a protease NS2B-NS3 do
West Nile Virus

Os ensaios de avaliacdo da atividade inibitéria dos compostos triazélicos
43-55 e 56-68 contra a protease NS2B-NS3 foram realizados em colaboragcao
com o grupo de pesquisa do Sérgio Oliveira de Paula do Departamento de
Biologia Geral da UFV

Nos ensaios enzimaticos, foi utilizada a protease NS2B-NS3 do WNV,
purificada e ativada, fornecida pela R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA),
Recombinant Viral WNV NS3 Protease (numero de catalogo 2907-SE). Como
substrato fluorescente foi utilizado o pERTKR-AMC (R & D Systems, Minneapolis,
MN, EUA, numero de catalogo ES013). Um total de 50 uL da protease NS2B-
NS3 purificada (concentragéo final de 1 ng/pL) diluida em solugéo tampéao (50
mM Tris, 30% v/v glicerol, pH 9,5) foi incubada com 50 uL de solugdo de cada
composto (concentragéo final de 16,6 uM, em DMSO 1% v/v ) em uma placa

preta de 96 pocos durante 30 min a 21-22 °C, antes do inicio da reagao por
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adicdo de 50 pL do substrato na concentragdo de 40 pmol L. Um controle
positivo (sem a presenca do composto sendo avaliado) foi utilizado na mesma
placa, com 50 yL de tampéo, além de um controle negativo com 1% v/v de
DMSO. O controle negativo continha 50 puL de tampéo e 100 yL do substrato. A
intensidade de fluorescéncia foi registrada continuamente em um comprimento de

onda de excitagdo de 360 nm e um comprimento de onda de emissao de 460 nm
usando leitor SpectraMax® M5 (Molecular Devices) de fluorescéncia. A analise

dos resultados foi conduzida empregando-se o programa Graphpad Prism 6

utilizando o teste de comparagdes multiplas one-way ANOVA.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Atividade Citotoxica

Na Tabela 3.1 estdo apresentados os valores de ICsy obtidos a partir dos
resultados dos ensaios de avaliagao da citotoxicidade dos triazbis contendo o
nucleo isobenzofuranona (43 a 55, Figura 1.14, pg. 13) contra as linhagens

celulares HL60, Nalm6, Jukat, MCF7, HepG2, B16-F10 e NIH3T3.
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Tabela 3.1 - Valores de ICsy (uM) obtidos quando diferentes linhagens

celulares foram tratadas por 48 horas com compostos 43 a 55.

Linhagens testadas

Compostos
HL60 Nalmé Jukta MCF7 HepG2 B16-F10 NIH3T3

43 42,08 24,01 >200 NA >200 >200 >200
44 >200 44,45 >200 NA NA >200 >200
45 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
46 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
47 51,19 16,27 >200 >200 99,37 >200 >200
48 >200 13,54 >200 >200 >200 >200 >200
49 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
50 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
51 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
52 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
53 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
54 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
55 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200

Dados normalizados frente a células tratadas com DMSO 0,4%. HL60: leucemia mieloide aguda; Nalme:
leucemia linfoide aguda; Jukat: leucemia aguda de células T; MCF7: mama; HepG2: hepatocarcinoma
humano; B16-F10: melanoma murino; NIH3T3: fibroblasto normal murino. ICsp > 200: pelo menos 10% de

inibicdo. NA: N&o Ativo.

Percebe-se pelos dados da Tabela 3.1 que a maioria dos compostos

ndo apresentam atividade contra as linhagens de células cancerigenas

investigadas (ICso > 200 umol L'1). A presenca do elemento fluor na porcao

benzilica do anel triazolico parece potencializar a atividade citotdxica dos

derivados. Dos quatro compostos mais ativos, trés (43, 44 e 47) sao compostos

fluorados.

A representacado grafica do perfil de dose-resposta dos triazdis mais

ativos, 43, 44, 47 e 48, € mostrada na Figura 3.3.
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Figura 3.3 - Perfil de dose-resposta obtido a partir dos dados obtidos nos
ensaios de avaliagao da citotoxicidade dos compostos 43, 44, 47 e 48 frente as
linhagens celulares HL60, Nalm6 e HepG2.

A inspecgao dos dados da Tabela 3.1 (pg. 125) mostra que os compostos

avaliados nao foram téxicos para células normais (NIH3T3). Assim, apesar dos
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valores relativamente altos de ICsy para os compostos mais ativos, a
seletividade para células cancerigenas € um aspecto importante a ser
destacado. Os indices de seletividade (IS), que podem ser calculados pela

seguinte equacéao

IS = IC5oNIH3T3
ICsglinhagem cancerigena ’

sdo superiores a 4. Considerando o composto 48 e a linhagem Nalm6, o valor
do indice de seletividade € aproximadamente igual a 15.

Os triazois contendo o nucleo indan-1,3-diona (56 a 68, Figura 1.15, pg.
14) tiveram suas atividades citotoxicas contras as células HL60, HepG2 e B16-
F10 avaliadas e os resultados s&o apresentados na Tabela 3.2 (estudos com
as células Nalm6 e NIH3T3 estdo em andamento e os resultados seréo

publicados posteriormente).

Tabela 3.2 - Valores de IC5sy (UM) obtido quando diferentes linhagens celulares

foram tratadas por 48 horas com compostos 56 a 68.
Linhagens testadas

Compostos
HL60 HepG2 B16-F10

56 >200 179,80 >200
57 18,34 158,80 >200
58 >200 NA NA
59 >200 >200 >200
60 >200 >200 >200
61 NA >200 NA
62 >200 >200 >200
63 NA >200 NA
64 >200 >200 >200
65 159,40 >200 >200
66 >200 >200 >200
67 >200 >200 >200
68 >200 NA NA

Dados normalizados frente a células tratadas com DMSO 0,4%. HL60: leucemia mieloide aguda; HepG2:
hepatocarcinoma humano; B16-F10: melanoma murino. ICso > 200: pelo menos 10% de inibicdo. NA: Nao
Ativo.
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Na Figura 3.4 sdo apresentadas as curva do perfil dose-resposta dos

triazéis contendo o nucleo indan-1,3-diona e que apresentaram melhores

resultados no que tange ao seus efeitos citotoxicos.
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Figura 3.4 - Perfil de dose-resposta obtido a partir dos dados obtidos nos
ensaios de avaliagdo da citotoxicidade dos compostos 56, 57 e 55, frente as
linhagens celulares HL60 e HepG2.

A observacido de que os compostos 56, 57 e 65 foram os mais ativos,

evidencia que a presencga de halogénios na estrutura dos compostos da série

triazélica de derivados da indan-1,3-diona potencializa a atividade citotoxica.

Constatagao que também foi observada para os compostos da série triazdlica

com nucleo isobenzofuranona, a qual teve como compostos mais ativos

aqueles que possuem o elemento fluor na sua estrutura.
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3.3.2. Atividade inibitéria contra a protease NS2B-NS3 do WNV

Para a determinagao da atividade frente a protease NS2B-NS3 do WNV, a
enzima foi incubada com os compostos 43-55 e 56-68 por 30 minutos.
Posteriormente, a reacdo foi iniciada com a adi¢cdo do substrato fluorescente
pERTKR-AMC e foi realizada a leitura em Unidades Relativas de Fluorescéncia
(RFU) em leitor de microplacas.

Os compostos 48, 53, 54, 55, 62 e 67 apresentaram comportamento
inibitério da atividade enzimatica, com redugao de cerca de 4, 15, 5, 4, 4 e

22%, respectivamente, para concentracdo de 16,6 pmol L' do composto

(Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Avaliagédo do efeito dos compostos 43-55 e 56-68 frente a protease
NS2B-NS3 do WNV. Foi utilizado o teste estatistico de comparag¢des multiplas
one-way ANOVA, com valor de p<0,05.

Dos triazéis que exibiram atividade (Figura 3.6, pg. 130) o derivado da
indan-1,3-diona contendo o grupo —CF3;, composto 67, foi o que apresentou
melhor atividade inibitéria contra a protease NS2B-NS3 do WNV. Interessante
notar que outro derivado da indan-1,3-diona que apresentou efeito inibitério foi o

composto 62, que possui como substituinte o grupo —OCF3. Assim, a presencga do

grupo CF3; parece ser um elemento estrutural importante para que compostos
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analogos aos avaliados apresentem atividade contra a protease NS2B-NS3 do

WNV.

(48) (53) (54)
o OCF;
o o S
P AN
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Figura 3.6 - Estruturas dos compostos que apresentaram atividade inibitéria
frente a protease NS2B-NS3 do WNV.
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Parte Il

Capitulo 4

Estudo do Equilibrio Ceto-Endlico de Isobenzofuranonas C-3
Funcionalizadas

4.1. INTRODUGAO

A Figura 4.1 (pg. 134) contém as estruturas de uma série de
isobenzofuranonas apresentando funcionalizacdo na posigdo C-3 dos seus
nucleos. Estes compostos tiveram suas atividades antiproliferativas avaliadas.
Além disso, o efeito destes compostos sobre o transporte de elétrons

fotossintético também foi realizado.

No que diz respeito a habilidade de interferirem no transporte de elétrons
fotossintético, dirigidos pela luz, da agua para o oxidante n&o bioldgico
ferricianeto de potassio, quatro compostos (38, 72, 78 e 79) foram capazes de
reduzir a taxa de transporte de elétrons na concentracdo de 200 umol L™ e
outros quatro (22, 74, 73 e 77) aumentaram essa mesma taxa (TEIXEIRA', et
al.,, 2013). Quanto a atividade antiproliferativa, contra a linhagem de célula
cancerigena K562 (leucemia mieldide), dois compostos (22 e 77) apresentaram
valores de ICsp menores que o do farmaco comercial etoposideo que é

empregado no tratamento de casos de leucemia (TEIXEIRA?, et al., 2013).

133



OAc
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(73)R=H
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(78)R = i-Pr

(79) (38) (80)

Figura 4.1 — Estrutura dos compostos 22, 38, 71-80.

Os compostos apresentados na Figura 4.1 foram caracterizados por
técnicas espectroscopicas e espectrométricas. Porém, quanto a elucidacéo
estrutural, um ponto ainda nao havia sido completamente esclarecido. Dos
compostos sintetizados, seis poderiam se apresentar na forma diceténica e/ou
na forma endlica. Dentro deste contexto, foi realizado um estudo para
investigar o equilibrio ceto-endlico associado aos compostos 38, 71, 74, 79 e
80 via espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN). A influéncia
da temperatura e do solvente com respeito ao equilibrio ceto-endlico foram

avaliados. Na Figura 4.2 (pg. 135) estdo representadas, como exemplo, as
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formas cetdnicas e endlicas envolvidas no equilibrio ceto-endlico do composto

79.

Figura 4.2 — Representacgao do possivel equilibrio ceto-endlico entre as formas
dicetdnica e ceto-endlica respectivamente, para o composto 79.

A importdncia dessa investigagdo incide sobre o fato de que
propriedades fisico-quimicas e atividades biolégicas podem estar diretamente

ligadas ao tautomerismo ceto-endlico.

4.2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos de RMN foram realizados em um espectrémetro de
600 MHz para a frequéncia do hidrogénio (Premium Compact, Varian), com
uma sonda de 5 mm. Os cinco compostos (38, 71, 74, 79 e 80, Figura 4.1, pg.
134) foram analisados em diferentes solventes e diferentes temperaturas para
os experimentos de "H-RMN: acetona-ds (de 15 a 45 °C, em incrementos de 10
graus), metanol-d4 (de 15 a 55 °C, em incrementos de 10 graus) e DMSO-dg
(de 15 a 75 °C, em incrementos de 10 graus). Adquiriu-se também espectros
de 'H-RMN do composto 71 em acetona a 0 e 5 °C. Foram adquiridos
espectros de "*C-RMN e APT nos mesmos trés solventes e em diferentes

temperaturas: acetona-ds (15, 25 e 45 °C), metanol-ds (15, 25 e 55 °C) e
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DMSO-ds (15, 25 e 75 °C). Utilizou-se o sinal do solvente para referenciar os

espectros.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O equilibrio ceto-endlico para as substadncias em questdo pode ser
facilmente avaliado por RMN observando-se a multiplicidade do sinal do
hidrogénio H-3 (simpleto para a forma endlica e dupleto para a cetbnica) e a
auséncia (forma endlica) ou existéncia (forma cetdnica) do sinal referente ao

hidrogénio H-1".

Na Tabela 4.1 (pg. 137) estdo descritas as atribuigdes dos sinais
referentes aos atomos de hidrogénio e carbono do composto 79 em diferentes

solventes deuterados (acetona, DMSO e metanol) a 25 °C.
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Tabela 4.1 - Atribuicées dos atomos de hidrogénio e carbono do composto 79

em acetona, metanol e DMSO deuterados

Atomo Acetona Metanol

H C H C H C
1 - 171,6 - 174,2 - 170,8
3 6,66 75,0 6,70 76,5 6,59 74,3
4 7,34 122,3 7,31 122,7 7,29 121,4
5 7,50 129,0 7,50 129,7 7,50 128,2
6 7,64 134,4 7,65 135,3 7,66 133,8
7 7,77 125,2 7,81 125,8 7,77 124,3
8 - 128,3 - 128,3 - 126,5
9 - 151,9 - 152,4 - 150,8
1 - 110,3 - 110,1 - 108,0

2 - - - - - -
3 2,35 47,6 2,34 479 2,27 46,5
4 - 32,6 - 33,0 - 31,7
5 2,35 47.6 2,34 47,9 2,27 46,5

6’ - - - - - -

(OH) 10,4 - - 11,5 -
8’ 1,07 28,4 28,5 1,00 27,8

6
5
OH 7

Considerando-se uma faixa de seguranga para nao se atingir a

temperatura de ebulicdo do metanol e acetona, o estudo da influéncia da

temperatura no equilibrio foi realizado nos seguintes intervalos de temperatura:

de 15 °C a 45 °C para acetona, de 15 °C a 75 °C para DMSO e 15 °C a 55 °C

para metanol. Nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 (pg. 138) podem ser visualizadas as

expansdes da regidao aromatica nos respectivos solventes para o composto 79.
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Figura 4.3 — Expansdes da regidao aromatica dos espectros de 'H-RMN em
acetona do composto 79 a diferentes temperaturas, tomando-se como
referéncia o hidrogénio H-3 préximo a 6,66 ppm.
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Figura 4.4 — Expansdes da regido aromatica dos espectros de 'H-RMN em
DMSO do composto 79 a diferentes temperaturas, tomando-se como referéncia
o hidrogénio H-3 préximo a 6,59 ppm.
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Figura 4.5 — Expansdes da regido aromatica dos espectros de "H-RMN em
metanol do composto 79 a diferentes temperaturas, tomando-se como
referéncia o hidrogénio H-3 préoximo a 6,70 ppm.
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A constatacdo nas Figuras 4.3 a 4.5 (pg. 138) de que o hidrogénio 3
(Tabela 4.1, pg. 137) apresenta-se como um simpleto, integrado para um unico
hidrogénio, evidencia que mesmo em diferentes temperaturas o composto 79

apresenta-se na forma endlica nos trés solventes avaliados.

Na expansdo da regido alifatica, Figuras 4.6 a 4.8 (pg. 140) nao foi
constatada a presenca do hidrogénio 1’ (Tabela 4.1, pg. 137) o que reforga o
fato de que mesmo em diferentes temperaturas o composto 79 apresenta-se na

forma endlica.
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Figura 4.6 — Expansdes da regido alifatica dos espectros de 'H-RMN em
acetona do composto 79 a diferentes temperaturas. Os hidrogénios 3’ e 5
encontram-se proximos a 2,35 ppm.
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Figura 4.7 — Expansdes da regido alifatica dos espectros de 'H-RMN em
DMSO do composto 79 a diferentes temperaturas. Os hidrogénios 3’ e 5’
encontram-se proximos a 2,27 ppm.
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Figura 4.8 — Expansdes da regido aromatica dos espectros de 'H-RMN em
metanol do composto 79 a diferentes temperaturas. Os hidrogénios 3’ e 5’
encontram-se proximos a 2,34 ppm.

O aumento da temperatura influenciou na multiplicidade dos hidrogénios
3’ e 5 (Tabela 4.1, pg. 137). A presenca do centro quiral no carbono 3 torna os
hidrogénios 3’ diasterotdpicos, acoplando-se entre si em temperaturas mais
baixas. Analise analoga pode ser feita para os hidrogénios 5’. Assim, os sinais
resultantes sao dois dupletos. O aumento da temperatura favorece a rotacao

dos grupos ao redor da ligacdo C3-C1’ (Figura 4.9, pg. 141), fazendo com que
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os hidrogénios 3’ e 5 compartilhem cada vez mais do mesmo ambiente
magnético, justificando assim o simpleto observado nas temperaturas mais

elevadas. Essa tendéncia foi observada nos trés solventes estudados.

Figura 4.9 — O aumento da temperatura favorece a rotagdo dos grupos ao
redor ligagcao C3-C1’ do composto 79, indicada pela seta curva, levando a uma
gradual equiparacéo do ambiente magnético dos hidrogénios 3’ e 5'.

Outro fato que evidencia a preferéncia pela forma endlica é a presencga
de um sinal alargado préximo a 11,5 ppm em DMSO (a 15 °C e a 25 °C) e
préximo a 10,4 ppm em acetona (a 0, 5 °C e a 15 °C) referente ao hidrogénio
do grupo hidroxila envolvido em interagao intermolecular do tipo ligacao de
hidrogénio, conforme observado nos espectros apresentados nas Figuras 4.10

e 4.11 respectivamente, para o composto 79.
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Figura 4.10 — Expansao do espectro "H-RMN do composto 79 em DMSO a 15
°C e a 25 °C, destacando-se o sinal alargado préximo a 11,5 ppm referente ao

hidrogénio do grupo hidroxila.
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Figura 4.11 — Expanséao do espectro "H-RMN do composto 79 em acetona a 0,
5°C, 15 °C, 25 °C, 35 °C e 45 °C, destacando-se o sinal alargado préximo a

10,4 ppm referente ao hidrogénio do grupo hidroxila.
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Espectros de APT (Attached Proton Test) também foram uteis na
investigacdo dos equilibrios ceto-endlicos aqui descritos. Assim, caso o sinal
observado no espectro APT para o atomo C-1’ (Tabela 4.1, pg. 137) fosse
negativo, isto corresponderia a presenca de um grupo CH, o que estaria
relacionada a forma cetbnica. Do contrario, se o sinal observado para C-1" no

espectro APT fosse positivo, a forma endlica estaria presente no equilibrio.

Nas Figuras 4.12 a 4.14 (pg. 144) estdo apresentados expansdes dos
espectros APT do composto 79, a diferentes temperaturas, em acetona, DMSO

e metanol respectivamente.
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Figura 4.12 — Expansao do espectro de APT do composto 79 em acetona a 15
°C, 25 °C e 45 °C. Destaque para C-1’ préximo a 110,3 ppm.
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Figura 4.13 — expansao do espectro de APT do composto 79 em DMSO a 15
°C, 25 °C e 75 °C. Destaque para C-1’ préximo a 108,0 ppm.
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Figura 4.14 — expansao do espectro de APT do composto 79 em metanol a 15
°C, 25 °C e 55 °C. Destaque para C-1’ préximo a 110,1 ppm.

Independente das condi¢cdes e solventes avaliados, percebe-se um sinal

positivo para C-1’ indicando assim, a predominancia da forma endlica.

No espectro de carbono nao foi possivel distinguir, nas temperaturas
estudadas, os sinais dos carbonos 3’ e 5 (Tabela 4.1, pg. 137). Entretanto,
percebe-se nitidamente um sinal mais alargado atribuido a esses dois atomos
comparado aos demais sinais de carbono. Essa observacao indica que o sinal
dos carbonos 3’ e 5 estdo proximos ao ponto de coalescéncia, conforme pode
ser observado nas expansdes dos espectros de carbono do composto 79 nas
Figuras 4.15 a 4.17 (pg. 145 e 146), a diferentes temperaturas em acetona,

DMSO e metanol respectivamente.
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Figura 4.15 — Expansdo da regido alifatica do espectro de "C-RMN do
composto 79 em acetona a 15 °C, 25 °C e 45 °C. Destaque para o sinal
referente a C-3’ e C-5’ préximo a 47,6 ppm.
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Figura 4.16 — Expansdo da regido alifatica do espectro de "C-RMN do
composto 79 em DMSO a 15 °C, 25 °C e 75 °C. Destaque para o sinal
referente a C-3’ e C-5’ préximo a 46,5 ppm.
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Figura 4.17 — Expansdo da regido alifatica do espectro de "C-RMN do
composto 79 em metanol a 15 °C, 25 e 55 °C. Destaque para o sinal referente
a C-3’ e C-5' préximo a 47,9 ppm.

A estrutura do composto 79 foi também investigada por difracdo de

raios-x de seu monocristal, descobrindo-se que o mesmo se cristaliza no

sistema triclinico, grupo espacial P1 com duas moléculas por unidade

assimétrica (Figura 4.18, pg. 147).
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Figura 4.18 - Representacdao ORTEP-3 do composto 79.

No cristal, ha duas moléculas independentes por unidade assimétrica
(quatro por cela unitaria). As moléculas a e b correspondem a forma endlica da
substancia 79. Os carbonos quirais C3a e C3b exibem configuragdao S. Os
hidrogénios H2’a e H6’a na molécula a estdo sob um centro de inversao e cada
um deles esta ligado a dois atomos de oxigénio de duas moléculas diferentes.
Nesta molécula, cadeias infinitas do fragmento [-dicetona-enol estao
interligadas por fortes interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio assistida por
ressonancia (RAHB). Na molécula b, néo foi constatada a presengca de RAHB

no fragmento HO-C=C-C=0. No empacotamento cristalino, uma molécula b
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efetua interagdes, CH...O e O-H...O, com duas moléculas diferentes a (Tabela

4.2 e Figura 4.19).

Tabela 4.2 - Interagdes intra e intermolecular presentes no composto 79

D-H...A interagdes D-H (A) H...A (A) D..A(A) <(DHA) (°)
C3b-H3b"06'b 0,98 2,38 2,832(5) 107,7
C3a-H3a"06'a 0,98 2,30 2,766(4) 107,8
02'a-H2’a"02'a 1,25 1,25 2,505(4) 180,0
06'a-H6'a"06'a 1,26 1,26 2,520(5) 180,0
C6a-H6a"06’b 0,93 2,52 3,446(5) 173,0
02’b-H2’b"Ola 0,82 1,85 2,625(3) 158,0

Figura 4.19 - Parte do empacotamento cristalino visto ao redor do eixo c. As
linhas pontilhadas representam interagdes intermoleculares C-H...O e O-H...O
presentes no composto 79.
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A Tabela 4.3 mostra a energia de estabilizagdo das RAHB a partir de
calculos tedricos, para os sistemas estudados, obtidas a partir da diferenca
entre estruturas com ligagdo de hidrogénio (EHB) e sem ligagao de hidrogénio
(ENHB).

Tabela 4.3 - Estimava das energias das liga¢gées de hidrogénio assistidas por
ressonancia Epg — Enps, em kJ.mol”

Sistema Energia Contribuicao energética de cada RAHB
Dimero -21.34 -21.34
Supramolecular -96.41 -32.14
Cela Unitdria -172.94 -28.82

Os resultados da Tabela 4.3 indicam uma significativa estabilizagao de
cada RAHB com o aumento do sistema. No artigo inititulado “Centrosymmetric
resonance-assisted intermolecular hydrogenbonding chains in the enol form of
B-diketone: Crystal structure andtheoretical study” publicado no “Journal of
Molecular Graphics and Modelling” (FRANCA, et al., 2016) podem ser

encontrados maiores detalhes a respeito da estrutura cristalina de 79.

No que tange ao estudo do equilibrio ceto-endlico por RMN, os
compostos 71, 74 e 80 (Figura 4.1, pg. 134) tiveram comportamento analogo a
79, ou seja, apresentaram-se na forma ceto-endlica. Um comportamento
diferente dos demais foi observado para o composto 38, para o qual a forma

cetdnica foi observada.

Na Tabela 4.4 (pg. 150) temos a atribuigdo dos sinais relativos aos

atomos de hidrogénio e carbono do composto 38 em acetona e DMSO a 25 °C.
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Tabela 4.4 — Atribuicbes dos atomos de hidrogénio e carbono do composto 38

em acetona e DMSO deuterados

Atomo Acetona Metanol DMSO
H C H C
1 - 170,0 - 169,3
3 6,24 78,0 6,25 77,5
4 7,82 123,6 7,80 122,9
5 7,86 126,0 7,85 124,9
6 7,66 130,4 7,64 129,5
7 8,00 137,2 8,01 136,5
8 - 127,2 - 125,3
9 - 149,0 - 148,0
1 4,23 55,8 4,48 55,1
2 - 196,2 - 195,7
3 7,90 123,9 7,89 123,0
4 7,99 137,2 8,00 136,6
5 7,82 135,2 7,81 134,5
6’ 8,03 124,0 8,05 123,2
7 - 197,7 - 197,1
8’ - 143,4 - 141,8
9’ - 143,8 - 142,2

Devido a baixa solubilidade do composto 38 em metanol, 0 mesmo nao

pOde ser estudado nesse solvente.

Nas Figuras 4.20 e 4.21 (pg. 151) estdo mostradas as expansdes da

regido ndo aromatica dos espectros de 'H-RMN do composto 38, a diferentes

temperaturas em acetona e DMSO, respectivamente.

150



; 0z
5 014
5 318K A
5 3
ol | 308K j\
02:
E JL 298 K JL
0.3
3 J 288 K A
0.4

T LA A e s s LA AASY LA AL M A A AT A i A A At MM AASY ks At e et A M A A MR A M R
64 83 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 5.1 5.0 49 48 47 48 45 44 43 42 41 40
Chemical Shift (ppm)

Figura 4.20 — Expanséo da regido ndo aromatica do espectro de 'H-RMN do
composto 38 em acetona a diferentes temperaturas. Destaque para o sinal
referente a H-3 proximo a 6,24 ppm e H-1'" proximo a 4,24 ppm.
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Figura 4.21 — Expanséo da regido ndo aromatica do espectro de 'H-RMN do
composto 38 em DMSO a diferentes temperaturas. Destaque para o sinal
referente a H-3 proximo a 6,25 ppm e H-1" préximo a 4,48 ppm.

Diferente dos demais compostos cujo equilibrio ceto-endlico foi
investigado, foi possivel distinguir no espectros do composto 38 (Figuras 4.20
e 4.21) o sinal referente a H-1’, sugerindo que a forma cetbnica estaria
presente nos solventes avaliados. Além disso, pode-se constatar a presencga de
H-3 como um simpleto, caracterizando também a presenca da forma endlica.

Pela integragéo dos sinais, tendo como referéncia os hidrogénios aromaticos,
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nota-se que em acetona a forma cetbnica constitui 34% da mistura e em DMSO

51%, sendo que as temperaturas estudadas nao interferiram nesse equilibrio.

No solvente DMSO, é possivel verificar um sinal alargado, proximo a
13,3 ppm (Figura 4.22), referente ao sinal do hidrogénio do grupo hidroxila do
composto 38, evidenciando a presenca da forma endlica. Nas condicdes
estudadas, esse sinal ndo foi observado quando utilizou-se a acetona como

solvente.
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Figura 4.22 — Expansdo do espectro 'H-RMN do composto 38 em DMSO a
diferentes temperaturas, destacando-se o sinal alargado préximo a 13,3 ppm
referente a H-7'.

Os espectros APT do composto 38 em acetona e DMSO (Figuras 4.23 e
4.24, pg. 153) também evidenciam a forma cetdnica por exibirem um sinal
negativo para C-1’, indicando um grupo CH. Em acetona, préximo a C-1' sédo

observados sinais positivos que podem indicar a presenca da forma endlica.
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Figura 4.23 - Espectros de APT do composto 38 em acetona, a diferentes
temperaturas (15 °C, 25 °C e 45 °C). E observado o sinal do carbono 1’
proximo a 55,8 ppm e do carbono 3 proximo a 78,0 ppm.

010
%DDE
i 348 K
z
20
g
£
z 298 K
T Ly ek Fy o
288 K
3 e
-0.153
-0.205
R T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54

Chemical Shift (ppm)

Figura 4.24 - Espectros de APT do composto 38, em DMSO, a diferentes
temperaturas (15 °C, 25 °C e 75 °C). E observado o sinal do carbono 1’
préximo a 55,1 ppm e do carbono 3 proximo a 77,5 ppm.
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Nos espectros de ">C-RMN do composto 38 em acetona e DMSO
(Figuras 4.25 e 4.26) nota-se dois sinais na regido caracteristica do grupo

funcional carbonila indicando assim a presenca da forma cetbnica.
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Figura 4.25 - Espectros de >C-RMN do composto 38 em acetona, a diferentes
temperaturas (15 °C, 25 °C e 45 °C). Sdo observados os sinais referentes aos
carbonos 2’ e 7’ proximos a 196,2 e 197,7 ppm, respectivamente.
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Figura 4.26 - Espectros de ">C-RMN do composto 38 em DMSO, a diferentes
temperaturas (15 °C, 25 °C e 75 °C). E observado os sinais referentes aos
carbonos 2’ e 7’ proximos a 195,7 e 197,1 ppm, respectivamente.

No artigo intitulado “Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Infrared (IR)
and Mass Spectrometry (MS) study of keto-enol tautomerism of isobenzofuran-
1(3H)-one derivatives” publicado no “Journal of Molecular Structure” (PIRES, et
al., 2016) podem ser encontradas maiores informagdes a respeito do equilibrio

ceto-endlico das isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas investigadas.
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Capitulo 5

Avaliagao da Atividade Leishmanicida de Isobenzofuranonas C-3
Funcionalizadas

5.1. INTRODUGAO

Leishmaniose é a designacdo dada ao conjunto de doengas causadas
por parasitos do género Leishmania. Segundo dados da Organizagao Mundial
de Saude (OMS), 350 milhdes de pessoas estdo susceptiveis a contrair a
doenca por se encontrarem em area de risco, estimativa que culmina com o
surgimento aproximado de 1,3 milhdes de novos casos ao ano das diferentes
formas clinicas da doenca e com uma média de 25 mil 6bitos ao ano em

decorréncia da mesma (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

Essa doenga apresenta a forma visceral e tegumentar (ou cutanea)
como suas duas principais manifestagdes clinicas no homem. Na Leishmaniose
visceral ha um comprometimento de érgéos internos, principalmente o figado, o
baco e a medula déssea. Ja a Leishmaniose tegumentar caracteriza-se por
feridas na pele podendo progredir para metastase em alguns casos

(MCGWIRE e SATOSKAR, 2013).

Mosquitos da espécie dos flebotomineos sdo os responsaveis pela
transmissao da doenga. No tubo digestivo do vetor encontra-se a forma
flagelada do protozoario causador da leishmania, conhecida como
promastigota (Figura 5.1). Apés a picada de mosquitos infectados, os
vertebrados sdo contaminados com o protozoario, que entdo se desenvolve

para a forma aflagelada, denominada amastigota (Figura 5.1, pg. 157). Um
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mosquito, livre do protozoario, ao picar um vertebrado contaminado adquire o

parasito dando continuidade ao ciclo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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Figura 5.1 — Parasito do género Leishmania. A esquerda, forma promastigota e
a direita forma amastigota (adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Devido aos problemas relacionados aos medicamentos utilizados para o
tratamento da Leishmaniose (vide Capitulo 1, pg. 3), a descoberta de novos
compostos ativos contra o protozoario causador desta patologia € importante e
uma area de interesse de varios grupos de pesquisa ao redor do mundo.
Dentro deste contexto, as isobenzofuranonas C-3- funcionalizadas (38, 71 a 74
e 77 a 80, Figura 4.1, Capitulo 4, pg. 134) tiveram sua atividade leishmanicida

avaliada contra a Leishmania (L.) infantum chagasi.

A motivagdo para a avaliacdo da atividade leishmanicida das
isobenzofuranonas C-3- funcionalizadas corresponde a observagédo de que a
anfotericina B (Capitulo 1, Figura 1.2, pg. 3), utilizada no tratamento da
leishmaniose, possui propriedades antifungicas. E, visto que compostos
pertencentes a classe das isobenzofuranonas (STROBEL et al., 2002) ja

demostraram possuir atividade fungicida, pareceu plausivel que compostos

dessa mesma classe também possam apresentar atividade leishmanicida.
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5.2. MATERIAL E METODOS

O ensaio de avaliagdo da atividade Ileishmanicida das
isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas 38, 71 a 74 e 77 a 80 (Figura 4.1,
Capitulo 4, pg. 134) foi realizado em colaboragdo com a professora Juliana
Lopes Rangel Fietto do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da

UFV.

Obtencdao dos parasitos promastigotas e avaliacao da atividade

leishmanicida:

Estirpe de L. (L.) infantum chagasi M2682 foi cultivada em meio inseto
de Grace suplementado com 10% de soro fetal de vitelo inativado pelo calor, 2
umol L™ de L-glutamina e 100 U/mL de penicilina G de potassio em pH 6,5 e 26
°C. No terceiro dia (fase exponencial), os parasitos promastigotas foram
lavados com meio de cultura, colocados em placas a 1x10° de Leishmania/ml,
sem (controle) ou com 100 pmol L™ das isobenzofurano-1(3H)-onas 38, 71 a 74
e 77 a 80 (Figura 4.1, Capitulo 4, pg. 134), e incubados a 26 °C durante 24 h,
48 h e 72 h. Apds a incubacdo, 1 ymol L™ de acido 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) foi adicionado e seguido de novo periodo de incubacéo
(2 h) a 26 °C. Subsequentemente, os parasitos foram centrifugados a 1400 x g,
o sobrenadante foi descartado, e 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) foi
adicionado ao sedimento e a mistura resultante foi subsequentemente agitada
durante 15 minutos e a leitura da absorbéncia foi realizada em
espectrofotbmetro a 595 nm. Os calculos dos parasitos viaveis foram

realizadas utilizando a seguinte equagao:
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[(absorvancia do teste - absorbancia da placa) / (absorbéncia do controle -

absorvéncia da placa)] X 100.
Cultivo de macréfagos e avaliagao da citotoxicidade

Os macréfagos RAW foram cultivados em RPMI suplementado com 10%
(v/v) de soro fetal de vitelo inativado pelo calor (LGC Bio®), 100 U/mL de
penicilina (Sigma®), e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma®) em frascos de 75
cm? ou 150 cm? ou 300 cm?, que foram mantidas a 37 °C, em atmosfera com
95% de umidade e 5% de CO,. Em seguida, os macrofagos foram transferidos
para placas de 96 pocos a uma concentragdo de 1x10° macrofagos/mL. Os
compostos a serem avaliados foram adicionados ao meio de cultura em
diferentes concentragdes e incubado a 37 °C (5% CO») durante 24 h, 48 he 72
h. Apds a incubagdo, 1 mmol L™ de MTT foi adicionado em cada poco, e as
culturas foram devolvidas ao incubador durante 2h. Em seguida, o meio de
cultura foi descartado, e 100 yL de DMSO foi adicionado, e os pogos foram
agitados durante 15 minutos e depois a leitura da absorbancia foi realizada a
595 nm. Os caélculos das percentagens de células viaveis foram realizados

como descrito na sec¢ao anterior.
Ensaios de infecgao

Macrofagos foram aderidos a placa de 24 pogos (que incluiu uma lamela
esterilizada para cada pogo) durante 90-120 minutos a uma concentragao de
1x10%/mL. As células foram lavadas duas vezes com PBS para remover as
células ndo aderidas. Para a infecgdo, 3-5x10° parasitos/mL, em suspensdo em
meio RPMI com 10% de soro fetal de vitelo, foram adicionados a células de

macréfagos, as quais foram, entdo, infectadas durante 3 h (cinco Leishmania
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por macrofagos). Em seguida, os pogos foram lavados duas vezes com PBS
para remover os parasitos que nao infectaram os macrofagos. Em seguida, foi
adicionado RPMI, contendo 10% de soro fetal de vitelo, e os compostos nas
diferentes concentragdes especificadas nas Figuras 5.2 e 5.3 (pg. 161 e 162
respectivamente). Todas as amostras, incluindo os controles, continham 1% de
DMSO (concentragao final de DMSO). As culturas foram incubadas durante 24
h ou 48 h nas mesmas condi¢gdes descritas acima. Apds a incubacgao, as
células foram fixadas em lamelas com metanol e coradas com o kit RAPIDO
Panoptic Rapida (Panreac Applichem, Darmstadt, Alemanha) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata,
e as lamelas coradas foram analisadas por microscopia 6tica. Foram avaliados
0s numeros de macréfagos infectados e os numeros de formas amastigotas por

100 macroéfagos.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo dos compostos contra a forma promastigota, pode-se
verificar que todos os compostos foram téxicos para o parasito (Figura 5.2, pg.
161). Destaca-se os compostos 77 e 78 que apds 72 horas de tratamento

reduziram em 100% a viabilidade do parasito.
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Figura 5.2 - Atividade leishmanicida da isobenzofuranones 38, 71 a 74 e 77 a
80 contra a forma promastigota. Ensaios MTT foram utilizados para avaliar a
viabilidade da forma promastigota de L. infantum apés 24 h (A), 48 h (B) e 72
horas (C) de tratamento. Os resultados sado apresentados como as médias e
desvios padrao de trés experimentos independentes, que foram realizados em
triplicatas. (*) indica diferengas significativas em comparagao ao controle com p
< 0,05.

Os compostos 77 e 78 foram os que mais se destacaram na inibicao da
forma promastigota do parasito e apresentaram valores de LCsq iguais a 60,48
umol L e 65,93 pmol L™, respectivamente, apds 24 horas de tratamento.

Assim, esses dois compostos foram escolhidos para avaliagbes subsequentes.

A citotoxicidade das isobenzofuranonas 77 e 78 contra macrofagos, que
sdo as principais células do corpo que sao infectadas pelo parasito causador
da Leishmania, foi avaliada.
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Para avaliar se os compostos testados afetavam a viabilidade celular,
macrofagos foram mantidos durante 24 h, 48 h e 72 h horas na presencga dos
compostos 77 e 78 em concentracdes variando de 6,25 a 100 uM. Como pode
ser observado na Figura 5.3, concentragbes abaixo de 75 pmol L' ndo

afetaram os macrofagos.
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Figura 5.3 — Resultado da avaliagao da citotoxicidade das isobenzofuranonas
77 e 78 frente a macrofagos RAW. A viabilidade celular foi avaliada apds 24 ho
(A), 48 h (B) e 72 h (C) de tratamento. Os resultados sdo apresentados como
as médias e desvios padrao de trés experimentos independentes, que foram
realizadas em triplicada. O * indica diferencgas significativas em comparacao ao
controle com p < 0,05.

Assim, a concentragdo de 75 pmol L™ foi escolhida para realizagdo dos

ensaios de infecgdo. Para tal, macrofagos foram infectados com L. (L.)
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infantum chagasi e na sequéncia tratados com as isobenzofuranonas 77 e 78
na concentracdo de 75 pymol L™ por um periodo de 24 h. Como pode ser
observado na Figura 5.4A, os compostos 77 e 78 reduziram o numero de
células infectadas em 65% e 76%, respectivamente. Além disso, houve uma
reducéo significativa no numero de parasitos no interior dos macrofagos Figura

5.4B.
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Figura 5.4 — Avaliacdo da atividade leishmanicida dos compostos 77 e 78
contra macrofagos RAW infectados. As percentagens de macréfagos
infectados (A) e os numeros de formas amastigotas intracelulares por 100
células (B) foram avaliadas. Os dados sao apresentados como as meédias e
desvios padrao de trés experimentos independentes, que foram realizados em
triplicata. (*) indica diferengas significativas em comparagao ao controle com p
< 0,05.

Cabe salientar que os compostos 77 e 78 partilham semelhancas
estruturais que podem estar contribuindo para os resultados obtidos. Ambos
compostos possuem um anel aromatico ligado a posicdo C-3 do nucleo
isobenzofuranona, possuem atomos de oxigénio ligados as posigdes C-2°/C-6’

e um grupo isopropila ligado a posigao C-4’ (Figura 5.5, pg. 164).
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Figura 5.5 — Estruturas dos compostos 77 e 78 que apresentaram maior
eficiéncia nos ensaios de avaliagao de atividade leishmanicida.

Os resultados obtidos da avaliacdo da atividade leishimanicida das
isobenzofuranonas foram publicados na forma de artigo cientifico (PEREIRA et
al., 2015) onde podem ser encontrados maiores detalhes a respeito dessa

investigacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Descreveram-se neste trabalho as etapas envolvidas na obtencdo de
compostos triazolicos contendo os nucleos isobenzofugaadndan-1,3-
diona. Um total de vinte e seis novos compostos (uma sérieerie
isobenzofuranonas e outra série de treze indan-1,3-dionas) foram
preparadas em rendimentos variando de 43% a 97%. A etapa chave
envolvida nas sinteses dos compostos triazélicos condéspa reacao
“click” (também conhecida como CuAAC). As identidades dos compostos
preparados foram confirmadas por técnicas espectroscopicas (RMN e V).

A avaliacdo da citotoxicidade das isobenzofuranonas e ih@an-
dionas triazolicas revelou que alguns derivados possuem efederado
contra as linhagens celulares avaliadas. Foi possivel observaa que
presenca de atomos de halogénios nas estruturas das subs&migas
potencializar os efeitos citotoxicos. Deve ser salientado aono=a
interessantes indices de seletividade foram observados pare algs
compostos avaliados. Diante do exposto, € viavel considerar as
isobenzofuranonas e as indan-1,3-dionas triazolicas cortrotueas
promissoras quapos optimizadas podem ser Uteis no desenvolvimento de
Novos quimioterapicos para o tratamento do cancer.

A combinacdo dos fragmentos moleculares isobenzofuranona (ou

indan-1,3-diona) e triazol ndo foi frutifera em produzir compEosjoe
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apresentassem eficacia em inibir a protease NS2B-NB3 do West Nile
Virus. A maior atividade inibitéria observada correspondeu a 22%.
Interessantemente, este maior percentual de inibicAo da protdédse es
relacionado a um derivado da indan-1,3-diona halogenado dontzn
grupo trifluorometila em sua estrutura.

O desenvolvimento do trabalho contribuiu para aprimorar os
conhecimentos a respeito de aspectos estruturais das isob@naoas. A
investigacdo do equilibrio ceto-endlico de isobenzofuranoas
funcionalizadas, em diferentes condicfes, revelou que a formaé cato
unica presente no equilibrio. Excecéo a esta generalizacdo éamesiaast
(1,3-diidro-3-oxo-1-isobenzofuranil)1H-indano-1,3(2H)-diona para a qual a
coexisténcia das formas ceto e endlica foi observada nos solventes acetona e
dimetil sulfoxido. A investigagcdo da estrutura do composto 3-(2-hidroxi-4,4-
dimetil-6-oxocicloex-1-enil)isobenzofuran-1(3H)-ona por difracdo de raios-X,
também relacionada ao tautomerismo ceto-endlico, revelou a presenga de
ligacdes de hidrogénio assistidas por ressonancia (RASHB) na rede cristalina
desta isobenzofuranona.

Por fim, demonstrou-se que isobenzofuranonas C-3 funcionalizadas
podem ser consideradas como um scaffold que, em principio, poderia ser

explorado para o desenvolvimento de novos quimioterapicos para o tramento

da leishmaniose.
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ANEXO |

Espectros
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