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RESUMO

GAZOLLA, Poliana Aparecida Rodrigues, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, julho de 2015. Sintese e avaliacdo das atividades citotoxica e
leishmanicida de derivados do eugenol contendo nucleos 1,2,3-
triazdlicos. Orientador: Robson Ricardo Teixeira.

A utilizacdo de metabdlitos secundarios derivados de plantas como
compostos-modelos para a obtengcdo de novos farmacos € uma estratégia
que vém sendo aplicada por diversos grupos de pesquisa e pela industria
farmacéutica. O amplo espectro de bioatividades descritas para diversas
plantas € um dos fatores que motiva a aplicacdo desta estratégia. O
presente trabalho teve por meta a sintese e a avaliagdo das atividades
citotdxica e leishmanicida de uma série de vinte e sete derivados do eugenol
contendo o nucleo 1,2,3-triazol. A rota sintética escolhida para a sintese dos
compostos triazolicos envolveu como etapa chave a reagdo “click” ou
CuAAC (reacao de cicloadicao (C) entre um Alcino (A) e uma azida (A),
catalisada por cobre (Cu)) entre azidas benzilicas e alcinos terminais
derivados do eugenol. Os compostos sintetizados foram completamente
caracterizados, utilizando-se a espectroscopia unidimensional de RMN de 'H
e de *C. Considerando relatos descritos na literatura a respeito dos efeitos
citotdoxicos do eugenol contra diferentes linhagens de células cancerigenas,
realizou-se a avaliagdo da atividade citotoxica dos compostos sintetizados
contra as linhagens celulares HL-60 (leucemia mieloide aguda), Nalm6
(leucemia linfoide aguda derivada de célula B) e B16F10 (melanoma
murino). Os resultados obtidos mostraram que, dentre os vinte e sete
compostos submetidos a avaliagdo desta atividade biolégica, cinco [4-((4-alil-
2-metoxi)fenoximetil)-1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol  (8n), 4-(3-(4-alil-2-
metoxifenoxi)propil)-1-benzil-1H-1,2,3-triazol (9a), 4-(3-(4-alil-2-
metoxi)fenoxipropil)-1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol  (9¢), 4-(3-(4-alil-2-
metoxi)fenoxipropil)-1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol (9e) e 4-(3-(4-alil-2-
metoxi)fenoxipropil)-1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol (9n)] foram os mais
ativos em termos de reducdo da viabilidade celular das células HL-60,

apresentando valores moderados de citotoxicidade. Dentre estas cinco

XV



substancias mais ativas, duas também apresentaram efeito citotoxico contra
a linhagem Nalm6. Avaliou-se também a atividade leishmanicida dos
compostos triazolicos contra as formas promastigotas da Leishmania
amazonensis. O composto mais ativo frente a este ensaio, a substancia 4-(3-
(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol (9l), foi entéo
avaliado contra a forma amastigotas deste parasito, apresentando valores
superiores de atividade leishmanicida em relagdo ao farmaco comercial
Glucantime. Os resultados alcancados com o desenvolvimento deste
trabalho apontam para o fato de que os derivados do eugenol com porgdes
triazolicas podem ser considerados candidatos a serem investigados como
possiveis novos agentes quimioterapicos para o tratamento do cancer e da

leishmaniose.
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ABSTRACT

GAZOLLA, Poliana Aparecida Rodrigues, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, July, 2015. Synthesis and evaluation of cytotoxic and
antileishmanial activities eugenol derivatives containing 1,2,3-triazol
portions. Adviser: Rébson Ricardo Teixeira.

The use of secondary metabolites of plant origin as model compounds for the
development of new pharmaceuticals is a strategy that has been employed
by academia as well as pharmaceutical industry. The broad spectrum of
biological activities displayed by these metabolites is one of the factors that
drives research toward this end. In the present investigation, a series of
twenty seven eugenol derivatives containing 1,2,3-triazol portions was
synthesized. The compounds had their cytotoxic and antileishmanial
activities evaluated. The synthetic route chose to prepare the compounds
presented as the key step the copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition
(CuAAC), also known as click chemistry. In this case, the reactions between
terminal alkynes derived from eugenol and benzylic azides afforded the
twenty seven derivatives. The identities of the compounds were confirmed
upon one-dimensional 'H and >*C NMR analyses. Taken into consideration
previous report in the literature concerning the cytotoxic activity displayed by
eugenol, the synthesized derivatives were biologically evaluated against tree
cancer cell lines namely HL-60, Nalm6 and B16F10. Among the twenty
seven derivatives, five of them [4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(3-
bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol ~ (8n),  4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-
benzil-1H-1,2,3-triazol (9a), 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-
clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol  (9¢),  4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-
iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol (9e) e 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(3-
bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol (9n)] were the most active and presented
moderate cytotoxicity against HL-60. These more active compounds were
also evaluated against Nalm6. Two of them were active against the former
while one presented activity against the latter. The triazolic eugenol
derivatives had their antileishmanial activity evaluated against promoastigote
forms of Leishmania amazonensis being compound 4-(3-(4-alil-2-

metoxi)fenoxipropil)-1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol (91) the most active
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one. This substance was subsequently evaluated against amastigote forms
and it was found that its activity was superior than Glucantime a compound
that is clinically used in leishmaniasis treatment. The results found in the
present investigation points to the fact triazolic eugenol derivatives can be
considered as candidates for the development of new agents for the

treatment of cancer and leishmaniasis.
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CAPITULO 1

APRESENTAGAO

1.1. NOVOS FARMACOS A PARTIR DE METABOLITOS

SECUNDARIOS DE PLANTAS

As plantas sdo uma importante fonte de produtos biologicamente
ativos muitos dos quais se constituem em modelos para o
desenvolvimento de farmacos e agroquimicos.

Sua utilizagdo como laboratério natural remonta as antigas
civilizagbes que as empregavam tanto no tratamento e cura de diversas
doencas quanto em rituais religiosos (VEIGA JUNIOR, 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal
como sendo "todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos" (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

No entanto, as plantas medicinais devem ser consideradas nao
apenas como matéria-prima, mas como ponto de partida para a
descoberta de novas moléculas e também como um recurso natural
potencialmente ativo.

Os primeiros estudos cientificos sobre plantas medicinais
ocorreram a partir do século XIX, quando foram registrados os primeiros
relatos sobre o isolamento de diversos metabdlitos secundarios

(MONTANARI e BOLZANI, 2001).



Desde entdo, a natureza vém fornecendo diversas substancias que
fundamentaram estudos de relagdo estrutura-atividade, inspiraram o
desenvolvimento da sintese organica e a criagdo da industria
farmacéutica (VIEGAS JR et al., 2006).

Diversos farmacos disponiveis atualmente no mercado
farmacéutico foram obtidos sinteticamente baseados em estruturas
naturais ativas. Entre os inumeros exemplos de substancias oriundas de
plantas que apresentam grande importancia medicinal, pode-se destacar

a quinina, morfina, papaverina, atropina e o taxol (Figura 1).
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Figura 1. Produtos naturais empregados como farmacos.

Extraida em 1820 de espécies vegetais do género Cinchona, a
quinina foi utilizada por quase trezentos anos como o unico principio ativo

contra a malaria. Essa substancia também é conhecida por apresentar



atividade antitérmica e analgésica e por inspirar a origem dos
antimalaricos sintéticos cloroquina e primaquina (Figura 2) (DOS SANTOS

e PINTO, 2012).
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Figura 2. Antimalaricos sintéticos inspirados pela quinina.

Também isolada no século XIX, a morfina (Figura 1, pg.2) € uma
substancia natural extraida do Opio (Papaver somniferum) conhecida
pelos egipcios por apresentar propriedades analgésica, hipnética e
antitussigena (FILHO e YUNES, 1998). Atualmente, continua sendo
utilizada em clinicas como analgésico no tratamento da dor crénica ou
aguda e dores causadas por doengas degenerativas.

Extraida da Papaver somniferum, a papaverina (Figura 1, pg.2)
apresenta atividade biolégica distinta da morfina e dos outros opidides. E
utilizada pela medicina como espamolitico, vasodilatador e no tratamento
de impoténcia masculina (COSTA, 2009).

A atropina (Figura 1, pg.2) € um estimulante do sistema nervoso
parassimpatico que age inibindo a atividade do neurotransmissor
acetilcolina. E um alcaléide encontrado na planta Atropa belladonna e
muito utilizado na medicina para combater arritmias e para o tratamento

de Mal de Parkinson (ANDRADE et al., 2002).



Como ultimo exemplo menciona-se o diterpeno taxol (Figura 1,
pg.2), uma droga antineoplasica isolada da casca do Teixo do pacifico
(Taxus brevifolia), que possui atividade contra varios tipos de cancer
incluindo melanoma, céancer de ovario, leucemia e cancer de mama
(PELTIER et al., 2006).

Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) apontam que 119
substancias quimicas, derivadas de 90 espécies de plantas, podem ser
consideradas como farmacos importantes utilizados atualmente em
diversos paises desenvolvidos. Destas 119 drogas, 74% foram
descobertas como resultado dos estudos quimicos que visam o
isolamento das substancias ativas a partir de metabdlitos secundarios de
plantas (PAWAR, 2014).

Dentro deste contexto, um dos aspectos que atualmente continua
sendo de grande interesse no que tange ao estudo de produtos naturais,
€ a utilizacdo de constituintes dos 6leos essenciais, 0os quais exercem
fungdes primordiais @ manutengao da espécie vegetal, tais como, defesa
contra predadores e patdgenos, atrativo de polinizadores, aroma, entre

outras (RAVEN et al., 2001).

1.2. EUGENOL - PRINCIPAL CONSTITUINTE DO OLEO ESSENCIAL

DO CRAVO DA iNDIA

O cravo da india (Eugenia caryophyllata) (Figura 3, pg.5) é uma
especiaria muito apreciada desde a antiguidade devido a sua utilidade na

culinaria e também na medicina popular.



Figura 3. Botdes florais secos de Eugenia caryophyllata (cravo da india).

Originaria das llhas Molucas, o cravo da india foi uma das primeiras
e mais valiosas especiarias do mercado no inicio do século XVI, sendo
utilizada na prevencdo de pandemias como a peste negra, mas
principalmente como condimento alimentar (KAMATOU et al., 2012).

No Brasil, o grande polo produtor de cravo encontra-se na Bahia,
principalmente na regido do baixo sul, em cidades como Valenga, ltubera,
Taperoa, Camamu e Nilo Peganha (AFFONSO et al., 2012).

Um dos principais constituintes do 6leo essencial de cravo e que
apresenta diversas atividades biologicas € um fenilpropandide metoxilado

comumente conhecido como eugenol (Figura 4).

Figura 4. Estrutura da molécula de eugenol.

Quimicamente designado como 4-alil-2-metoxifenol, o eugenol,
possui consisténcia liquida e oleosa, sabor ardente e picante, aroma
caracteristico e apds contato prolongado com o ar, apresenta instabilidade

(TANGERINO, 2006). No cravo da india, esse composto representa cerca



de 90% e 98% da composicdo do dleo essencial e do extrato aquoso,
respectivamente (RODRIGUES et al., 2009).

Também encontrado em varias plantas aromaticas como noz
moscada, canela, folha de louro, sassafras, mirra e manjericdo, o eugenol
€ uma molécula extremamente versatil sendo alvo de varios estudos
devido a sua lipossolubilidade, baixa toxicidade e utilizacdo terapéutica
(JAGANATHAN e SUPRIYANTO, 2012).

Incorporado como um ingrediente funcional em inumeros produtos,
0 eugenol encontrou aplicagdo na industria farmacéutica, agricola,
alimenticia, fragrancia e cosmeético devido as suas diversas atividades
bioldgicas.

O eugenol esta presente na composi¢cao de perfumes a base de
cravo, como flavorizante de bebidas ndo alcodlicas, gomas de mascar,
sorvetes, chocolates, produtos de panificacdo e tabaco, além de ser
utilizado como matéria prima para a obtengcao de baunilha (KIM et al.,
2003; KOTHARI et al., 2004, RAGHAVENRA et al., 2006).

Introduzido na odontologia em 1873, ainda é utilizado em praticas
odontolégicas como anti-séptico tépico, analgésico e anestésico local,
além de conferir propriedades farmacologicas aos cimentos obturadores
de canais devido a sua acgao bactericida. Também é utilizado como
cimento provisorio em cavidades dentarias, quando associado ao 6xido
de zinco (ESCOBAR, 2002).

Dentre suas atividades biolégicas descritas na literatura, podem-se
destacar as seguintes: antimicrobiana (ESCOBAR, 2002); antiinflamatéria

(KIM et al., 2003); inseticida (MACIEL et al., 2010); espasmolitica;



antisséptica; antipirética (FENG e LIPTON, 1987); antioxidante
(NAGABABU e LAKSHMAIAH, 1994; ABRAHAM, 2001); neuroprotetora
(KABUTO et al., 2007); analgésica e anestésica (ESCOBAR, 2002).

O eugenol apresenta atividade inibitéria das cicloxigenases e
prostaglandinas, enzimas envolvidas em processos inflamatérios e
carcinogénicos, e possui a capacidade de induzir a lise celular devido ao
aumento da perda de proteinas e lipidios causados pelo dano a membrana
celular (KAMATOU et al., 2012).

Estudos recentes confirmam a atividade antiproliferativa do eugenol
contra varias linhagens de células de cancro. Além disso, 0 mecanismo
molecular de indutor de apoptose no melanoma, tumores da pele,
osteosarcoma, leucemias, gastrico e mastécitos tem sido bem
documentado (JAGANATHAN e SUPRIYANTO, 2012).

Efeitos tdxicos sobre crescimento micelial contra varias espécies e
fungo como, por exemplo: Penicillium;
Fusarium e Aspergillus, A. ochraceus, F. graminearum, F. moniliforme,
Penicillium citrinum, P. viridicatum, Tricophyton rubrum,
T. mentagrophytes, C. tropicalis e C. krusei, atestam a atividade
antifungica dessa substancia (KAMATOU et al., 2012).

Assim como o eugenol puro que possui agdo leishmanicida
confirmada e documentada na literatura, o 6leo essencial de Ocimum
gratissimum, rico em eugenol, apresentou atividade leishmanicida contra
L. amazonensis, proporcionando alteragdes mitocondriais como inchaco,
desorganizagao da membrana interna e aumento do numero de cristais

(ARANGO et al., 2012).



1.3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

Diversos estudos ja validaram o efeito de produtos naturais como
potenciais fontes de novos e seletivos agentes para o tratamento de
varias doencas devido a baixa toxicidade de suas substancias bem como
suas diversas atividades biolégicas. Como resultado da sua vasta gama
de parametros farmacoldgicos e farmacocinéticos, estudos sobre o
eugenol continuam sendo relevantes.

O cancer é uma das doencas de maior prevaléncia na sociedade,
sendo a segunda maior causa de mortes em todo o mundo. Os
quimioterapicos atualmente disponiveis para o tratamento desta patologia
sao, frequentemente, nao especificos e resultam em efeitos colaterais
indesejaveis como diarréia, vémito, fraqueza e queda de cabelo. Ja a
leishmaniose € uma doenga parasitaria que constitui um importante
problema de saude publica, especialmente nas regides tropicas do
mundo. Essa doencga atinge milhdes de pessoas e as medicagdes
atualmente disponiveis para o seu tratamento apresenta sérios problemas
de toxicidade e administragao aos pacientes.

Considerando a necessidade de obtengao de novos farmacos cada
vez mais especificos, eficientes e que possuam cada vez menos efeitos
colaterais frente a estas doencgas, o presente trabalho objetivou a sintese
de novas moléculas potencialmente bioativas que poderdo resultar no
desenvolvido de novos quimioterapicos.

Assim, descreve-se nesse trabalho a sintese, caracterizagdo e a

avaliacdo das atividades citotoxica e leishmanicida de derivados do



eugenol que possuem como estrutura geral a estrutura apresentada na

Figura 5, pg.9.

Onde: n=1 ou n=3 e Ar= diferentes grupos aromaticos

Figura 5. Estrutura geral dos compostos alvos de estudo deste trabalho.

As estruturas dos compostos sintetizados e biologicamente avaliados

serao apresentadas no Capitulo 2.
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CAPITULO 2

SINTESE DE DERIVADOS DO EUGENOL CONTENDO
NUCLEO 1,2,3-TRIAZOL

2.1 INTRODUGAO

Heterociclos contendo atomos de nitrogénio sdo abundantes na
natureza e possuem grande relevancia por se tratarem de subunidades
estruturais presente em produtos naturais como horménios, antibiéticos e
alcaldides. Além disso, heterociclos sédo parte integrante das estruturas de
farmacos, agroquimicos, corantes, polimeros, dentre outros
(PHOLSHETTIWAR e VARMA, 2008).

Compostos heterociclicos desempenham papel importante em
diversos ramos da quimica como, por exemplo, na pesquisa € no
desenvolvimento de novos farmacos e agroquimicos, devido a gama de
atividades biolégicas que eles apresentam.

Os fragmentos heterociclicos, muitas vezes, constituem o grupo
farmacoférico em substancias bioativas. Ou seja, eles representam a
porcao da substancia responsavel por sua atividade ou parte da atividade
biolégica (WHITING et al, 2006; MANETSCH et al., 2004).

Diversos sdao os exemplos de farmacos heterociclicos que sao
atualmente utilizados para o tratamento de diversas patologias. Alguns
destes compostos sao apresentados na Figura 1 (pg.15) (MELO et al.,

2006).
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Figura 1 - Exemplos de heterociclos nitrogenados farmacologicamente
ativos.

Dentre os sistemas heterociclicos mais estudados encontram-se os
triazolicos, que podem ser subclassificados como vicinais (1,2,3-triazéis)

ou simétricos (1,2,4-triazéis) (Figura 2) (MELO et al., 2006).
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Figura 2- Estruturas dos heterociclos triazois.

Estes heterociclicos constituem uma classe de compostos que tém
despertado grande interesse pelo fato de possuirem um vasto campo de
aplicagbes que vao desde sua utilizagdo como explosivos até como

farmacos e agroquimicos. No entanto, devido as recentes descobertas de
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métodos de obtencdo mais eficientes, os 1,2,3-triazéis sdo os mais
investigados (HEIN e FOKIN, 2010).

Um dos métodos classicos para a obtengao de 1,2,3-triazois € a
cicloadicao 1,3-dipolar envolvendo azidas organicas e alcinos terminais
(Esquema 1, pg.16), observada em 1893 por Arthur Michael e
desenvolvida em 1967 por Huisgen. Esta reagdo concertada requer o
emprego de elevada temperatura, longos tempos de reagado e,
geralmente, forma uma mistura de aproximadamente 1:1 dos
regioisbmeros 1,4 e 1,5-dissubstituidos, quando alcinos assimétricos

estédo envolvidos (FREITAS et al., 2011).
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Esquema 1 - Regioisbmeros obtidos via cicloadi¢ao térmica classica de

Huisgen.

Varias sdo as atividades biologicas relatadas para os derivados
1,2,3-triazdlicos, dentre elas destacam-se : antibacteriana (THOMAS et
al., 2010; GALLARDO et al., 2007; BOECHAT et al., 2011), citotdxica
(ANJOS et al., 2009), antitumoral (CAFICI et al., 2008; KAMAL et al.,
2008), antiprotozoaria (BAKUNOV et al., 2010; CARVALHO et al., 2010),
antifungica (PORE et al.,, 2006; AHER et al., 2009), leishmanicida
(FERREIRA et al., 2007, PORTA et al., 2014), antimalarica (GUANTAI et

al., 2010), tripanocida (SILVA et al., 2008), dentre outras.
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Diante do elevado numero de moléculas conhecidas que possuem
potencial atividade bioldgica, a busca por estratégias para a obtencao de
compostos faceis de serem sintetizados e que apresentem eficiéncia
biolégica equivalente ou superior a dos produtos existentes tém se
tornado prioridade de investigacao.

Foi neste contexto que K. Barry Sharpless introduziu, em 2001, o
conceito de quimica “click”, visando o propdésito de acelerar descobertas
de novas substancias a partir de reagdes termodinamicamente favoraveis,
de facil execugdo e que fornecam os produtos com altos rendimentos
(FREITAS et al., 2011).

A reacgao “click” é caracterizada por ser uma reagao rapida,
estereoespecifica (mas n&o necessariamente enantiosseletiva), utilizar
reagentes simples e solvente benigno ao meio ambiente como a agua,
obter produtos que devem ser de facil isolamento, produzir produtos
secundarios inofensivos que podem ser removidos preferencialmente sem
uso de cromatografia, e nado necessitar de cuidados especiais
(SHARPLESS et al., 2001).

Alguns exemplos de reagdes que pertencem a esta categoria sio:
cicloadigdes 1,3-dipolares, substituicdes nucleofilicas (especialmente
reacdes de abertura de anéis tais como epoxidos, aziridinas entre outros),
quimica de compostos carbonilicos que ndo envolvam reacdes alddlicas,
adicbes a ligagbes multiplas carbono-carbono, entre outros (MOSES e
MOORHOUSE, 2007).

Dentre as reagdes compreendidas na categoria de reagdes “click”,

a cicloadicao 1,3-dipolar de Huisgen, catalisada por Cu(l), entre um
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alcino e uma azida gerando triazois € considerada o exemplo perfeito.
Esta sintese, ficou conhecida como a reacao “click” ou CuAAC (reagao
de cicloadicdo (C) entre um alcino (A) e uma azida (A), catalisada

por cobre (Cu)) e esta representada no Esquema 2.

\ /N
® ; , Cu() 1N W
NEN-N-R' + = g(
4
R2

Esquema 2 - Reacéao “click” ou CuUAAC.

Em relacdo ao método classico de cicloadigdo 1,3-dipolar de
Huisgen, a reagao CuAAC introduzida em 2002 pelos grupos de Meldal e
de Sharpless, apresenta condigdes reacionais muito mais brandas,
velocidade de reacgao superior, rendimentos muito mais altos, além de
eliminar a desvantagem de formagao de uma mistura de regioisbmeros
triazdlicos, 1,4 e 1,5-dissubstituidos, ja que nestas condi¢cbes a reagao €
régio-especifica gerando exclusivamente o is6bmero 1,2,3-triazol-1,4-
dissubstituido (FREITAS et al., 2011).

Compostos contendo nucleo 1,2,3-triazélico possuem grande
relevancia na quimica medicinal pois, além de corresponderem ao grupo
farmacoférico, sao utilizados em estratégias de acoplamento de duas ou
mais substancias a fim de promover a potencializacdo de suas atividades
farmacolégicas (MANETSCH, et al., 2004; WHITING et al., 2006).

Diversos analogos de produtos naturais contendo anéis triazélicos ja
foram sintetizados e previamente relatados na literatura por apresentarem

atividades biologicas superiores ao protétipo natural. Como exemplo,
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podemos citar a sintese dos derivados do resveratrol (Figura 3), que
apresentam atividade citotoxica e grande importancia na redug¢ao do risco
de desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Outro exemplo é a
sintese de analogos da nor-B-lapachona (Figura 3), cuja importancia esta
relacionada as atividades citotoxica e tripanocida (WHITING et al., 2006;

MANETSCH et al., 2004).

OH

C o

V | N
R N/
P :
HO OH R R= OH, H, OMe
(a) (b)
(0] (0]
= NO_N

N

le} (0]

() (d)

Figura 3 - Produto natural resveratrol (a) e analogos (b); produto natural

nor-B-lapachona (c¢) e derivados triazdis naftoquinoidais (d).

Tendo em vista a gama de atividades biologicas descritas no
Capitulo 1 relacionadas ao eugenol (1) (Figura 4, pg.5), o presente
trabalho objetivou utilizar este metabdlito secundario como um protétipo
para a obtencdo de novos compostos apresentando significativas

atividades citotoxica e leishmanicida.
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Sendo assim, considerando relatos da literatura com respeito a
obtencdo de compostos biologicamente ativos contendo o anel 1,2,3-
triazdlico descreve-se neste capitulo a sintese e a caracterizagao
estrutural de 27 derivados do eugenol contendo o nucleo 1,2,3-triazdlico.

A analise retrossintética para a preparagdo dos compostos

triazdlicos derivados do eugenol é apresentada no Esquema 3.

= N_ —

OCH, \—Ar OCHj

(8)e(9) (2) e (4)

KQ*ON Reagao Sy2 KQ*OH + :—(—:)1\
> R

OCH3 OCH3

(2) e (4) M

Onde: n=1 e R=Br, para obtengdode 2 e 8
n=3 e R= OS0O,CHj3 para obtengdo de 4e 9

Ar= diferentes grupos aromaticos

Esquema 3 - Analise retrossintética para a preparacdo dos derivados do

eugenol.

Com base na analise retrossintética, os compostos investigados
neste trabalho, 8a-8n e 9a-9n, foram obtidos empregando-se como etapa
chave a reacdo “click” entre alcinos terminais derivados do eugenol
(compostos 2 e 4) e diferentes azidas benzilicas conforme a sequéncia de

reacdes mostrada no Esquema 4, pg.21.
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éiz

WOH 1) CH30OH, NaOH R i<j%—o
2) = , CHsCN
ocH, 2 T kg O OCH;@

1) (2)e (4

T O/(/g\ AFCH2N3 —_ N\
n % > O n \ N N
Ascorbato de sédio N/

OCH; CuS0,4.5H,0 OCH; \—Ar
EtOH/H,0

(2) e (4) (8)e(9)

y

Onde: n=1 e R= Br, para obtencéo de (2) e (8)

n=3 e R= OS0O,CHj (3), para obtengao de (4) e (9)

Esquema 4 - Rota sintética envolvida na preparagao dos derivados do

eugenol contendo nucleo triazolico.

Na Figura 4 (pg.22), encontra-se representada as estruturas dos
compostos triazolicos sintetizados. Também sao apresentadas, as
estruturas dos alcinos intermediarios, 2 e 4, preparados a partir do

eugenol (1).
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OCHj OCHj R

@ (8a)R=H (8f) R=NO,
(8b)R=F (89) R = OCH,
(84c)R=Cl  (8h) R = OCF;,
(8d)R=Br  (8i)) R=CF;

(8e)R =1 (81) R =CHs
pr— N\ —
o/\(\‘\ N . O/\&N\\N N
N N
OCHs F OCH;
(8j) (8k) cl

(8m) Br (8n) Br

(4) (9a) R=H (9f) R=NO,
9b)R=F (99) R = OCHj3
(9c) R =Cl (9h) R = OCF;
(9d)R=Br  (9i) R=CF;
(9e)R =1 (91) R=CHjs

WOW; N w O/\/\CIZ/N
OCHs \—Q—F OCH, \_Q

(9j) F (9m) Br

Figura 4 - Estruturas das substancias sintetizadas e objeto de

investigacao desse trabalho.
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Generalidades Metodolégicas

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

As substancias penti-4-in-1-ol, 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-
fluorobenzilico, alcool 2,5-clorobenzilico, brometo de 4-metilbenzila,
brometo de 2-bromobenzila, brometo de 3-bromobenzila, sulfato de cobre
pentaidratado, ascorbato de sodio, brometo de propargila, cloreto de
mesila e azida de sodio foram adquiridas comercialmente da Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos) e utilizados sem prévia
purificacdo. Acetonitrila, metanol, etanol, éter etilico, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila, hexano, cloreto de sédio, bicarbonato de
sédio, carbonato de sddio, trietilamina, acido cloridrico e dimetilsulfoxido
foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

A secagem dos solventes, diclorometano e acetonitrila, foram feitas
adicionando-se peneira molecular 4A ao solvente. A mistura foi mantida
sob agitacdo magnética por 24 horas a temperatura ambiente e sob
atmosfera de nitrogénio. Apos este periodo, o solvente foi filtrado e
armazenado sob atmosfera de nitrogénio em um frasco ambar contendo
peneira molecular 4A .

As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram

realizadas utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
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sobre aluminio. Apds a eluicdo, as placas de CCD foram observadas sob
luz ultravioleta (A = 254 nm) e reveladas com solugdo de permanganato
de potéassio (3 g de KMnQy4, 20 g de K,CO3, 5 mL de NaOH 5% m/v, 300
mL de agua).

As separagbes em coluna cromatografica foram realizadas
utilizando-se silica-gel (70-230 mesh), como fase estacionaria. Os
solventes utilizados como eluentes foram usados sem prévia purificagao.

Os espectros de ressonadncia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN de "H, 300 MHz) e de carbono (RMN de *C, 75 MHz) foram obtidos
em um espectrometro VARIAN MERCURY 300 (Departamento de
Quimica - UFV). Foram utilizados como solventes cloroférmio (CDCI3) e
benzeno (CgDs) deuterados. As constantes de acoplamento escalar (J)
foram expressas em Hertz (Hz).

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

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho
MQAPF-302 e ndo foram corrigidas.
A numeracdo das estruturas dos compostos ndo esta

necessariamente relacionada aquela sugerida pela nomenclatura IUPAC.
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2.3. PROCEDIMENTOS SINTETICOS

2.3.1 EXTRAGAO DO EUGENOL (1) A PARTIR DO OLEO ESSENCIAL
DO CRAVO DA iNDIA

A um baldo de fundo redondo (1000 mL) contendo capsulas de
porcelana, foram adicionados 60,0 g de cravo da india e 500,0 mL de
agua destilada. Em seguida, o baldo foi conectado ao sistema de
destilacédo que permaneceu ligado por um periodo de 3 horas. O hidrolato
obtido foi entdo transferido para um funil de separagdo e extraido com
diclorometano (3 x 30,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a
fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada
sob pressao reduzida. O eugenol foi purificado a partir do 6leo essencial
de cravo via cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-
acetato de etila (6:1 v/v). Foram obtidos 7,12 g de eugenol (1) o que
correspondeu a 12% da massa inicial de cravo da india inicialmente
utilizada no processo de extragao.

A Figura 5 (pg.26) ilustra o sistema utilizado para a obtenc&o do

composto 1.
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Figura 5 - Imagem ilustrativa do sistema de destilacéo utilizado para a

obtencgao do 6leo essencial do cravo da india (1).

Caracteristica: 6leo amarelo claro.

CCD: R¢= 0,44 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).

EM, m/z (%): 164 ([M]*, CyoH1202, 100); 149(35); 131(29); 103(32);
91(28); 77(34); 65(13); 55(24); 41(7). O espectro € apresentado na Figura
10 pg. 81.

RMN de "H (300 MHz, CDCl,) &: 3,33 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,88 (s, 3H,
OCHs); 5,05-5,12 (m, 2H, H-9); 5,54 (s, 1H, OH); 5,97 (ddts, 1H, J; = 16,8
Hz, J, = 10,2 Hz e J3 = 6,7 Hz, H-8); 6,69-6,70 (m, 2H, H-3/H-5); 6,86 (d,
1H, J = 8,5 Hz, H-6). O espectro é apresentado na Figura 11 pg. 82.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 55,8 (OCHs); 111,1 (C-3);
114,2 (C-6); 115,5 (C-9); 121,1 (C-5); 131,9 (C-4); 137,8 (C-8); 143,8 (C-
1); 146,4 (C-2). O espectro é apresentado na Figura 12 pg. 83.
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2.3.2 SINTESE DOS ALCINOS TERMINAIS DERIVADOS DO
EUGENOL

Sintese do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-iloxi)benzeno (2)

A um baldo de fundo redondo (50 mL) foram adicionados hidroxido
de sadio (0,313 g; 7,38 mmol), eugenol (1) (1,20 g; 7,32 mmol) e 25,0 mL
de metanol. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo e aquecimento
(40 °C) por 30 minutos. Em seguida, o metanol foi removido sob pressao
reduzida e 10,0 mL de etanol absoluto foram adicionados para a
eliminacao de agua residual. O etanol foi evaporado e ao baldo, sob
atmosfera de nitrogénio, adicionaram-se 25,0 mL de acetonitrila e
brometo de propargila (800 uL; 8,79 mmol) lentamente. O sistema foi
mantido sob agitagdo a temperatura ambiente durante 18 horas. Apés
esse periodo, foi evidenciado através da analise por CCD o término da
reacao. A mistura reacional foi concentrada e particionada com 25,0 mL
de solugdo aquosa (0,1 mol L) de hidréxido de sédio e éter etilico (3 x
25,0 mL). As fases organicas foram reunidas, lavadas com solugao
aquosa saturada de cloreto de sédio (25,0 mL), seca com sulfato de
magnésio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O
composto 2 foi purificado por coluna cromatografica de silica gel eluida
com hexano-acetato de etila (6:1 v/v) e obtido como um 6leo amarelo com

87% (1,286 g; 6,37 mmol) de rendimento.
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Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: R¢= 0,45 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).

EM, m/z (%): 202 (IM]*, C13H1402, 40); 163(100); 135(9); 103(42); 91(33);
77(19); 65(13); 55(9); 41(23). O espectro é apresentado na Figura 13 pg.
87.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,49 (t, 1H, J = 2,4 Hz, H-12); 3,35 (d,
2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,86 (s, 3H, OCHs); 4,73 (d, 2H, J = 2,4 Hz, H-10);
5,06-5,12 (m, 2H, H-9); 5,96 (ddtap, 1H, J; = 16,8 Hz, J> = 10,2 Hz € Js =
6,7 Hz, H-8); 6,72-6,74 (m, 2H, H-3/H-5); 7,00 (d, 1H, J = 8,6 Hz, H-6). O

espectro € apresentado na Figura 14 pg. 88.

RMN de 'H (300 MHz, C¢D¢) 5: 1,99 (t, 1H, J = 2,4 Hz, H-12); 3,14 (d, 2H,
J =6,6 Hz, H-7); 3,31 (s, 3H, OCHs); 4,36 (d, 2H, J = 2,4 Hz, H-10); 4,94-
5,00 (m, 2H, H-9); 5,85 (ddtsp, 1H, J; = 17,0 Hz, J> = 10,4 Hz e J3= 6,6 Hz,
H-8); 6,52 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-3); 6,57 (dd, 1H, J;=8,1 Hz e J,= 1,7 Hz,
H-5); 6,83 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6). O espectro &€ apresentado na Figura 15
pg. 89.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 39,8 (C-7); 55,8 (OCHs); 56,9 (C-10);
75,5 (C-12); 78,7 (C-11); 112,3 (C-3); 114,6 (C-6); 115,7 (C-9); 120,3 (C-
5); 134,2 (C-4); 137,4 (C-8); 145,0 (C-1); 149,6 (C-2). O espectro é
apresentado na Figura 16 pg. 90.

Sintese do pent-4-in-1-ilmetanosulfonato (3)

A um bal&o de fundo redondo (100 mL) foram adicionados pent-4-
in-1-ol (1,68 g, 20,0 mmol) e 20,0 mL de diclorometano. A mistura sob

atmosfera de nitrogénio foi resfriada a -50 °C e trietilamina (5,60 mL, 40,0
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mmol) foi adicionada. Em seguida, adicionou-se lentamente ao meio
reacional cloreto de mesila (2,3 mL, 30,0 mmol) dissolvido em 1,0 mL de
diclorometano. Apés o término da reagao evidenciado por analise de CCD
adicionou-se 10,0 mL de agua destilada. A fase organica foi extraida,
lavada com solugdo aquosa (0,1 mol L™) de HCI (3 x 15,0 mL) seguida de
solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sddio (3 x 5,0 mL), seca com
sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada sobre pressao reduzida. O
composto 3 foi purificado por coluna cromatografica de silica gel eluida
com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v) fornecendo um dleo

amarelo (3,0 g, 18,0 mmol) com 92% de rendimento.

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,76 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCls) 5: 1,93 (quint, 2H, J = 6,5 Hz, H-2); 1,99 (t,
1H, J = 2,7 Hz, H-5); 2,33 (td, 2H, J; = 6,8 Hz e J, = 2,7 Hz; H-3); 3,00 (s,
3H; CHa); 4,32 (t, 2H, J = 6,1 Hz; H-1). O espectro é apresentado na
Figura 1 (pg. 155) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 14,5 (C-3); 27,6 (C-2); 37,1 (CH3); 68,2
(C-1); 69,7 (C-5); 82,0 (C-4). O espectro € apresentado na Figura 2 (pg.

156) no anexo.
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Sintese do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-iloxi)benzeno (4)

( )
9_8 45 61 10 12
o) e
13
/4 Ny,
OCH,
(4)
. J/

A um baldo de fundo redondo (50 mL) foram adicionados hidroxido
de sadio (0,392 g; 9,80 mmol), eugenol (1) (1,50 g; 9,15 mmol) e 25,0 mL
de metanol. A mistura resultante foi mantida sob agitagdo e aquecimento
(40 °C) por 30 minutos. Em seguida, o metanol foi removido sob presséo
reduzida e 10,0 mL de etanol absoluto foram adicionados para a
eliminacédo de agua residual. O etanol foi evaporado e ao baldo, sob
atmosfera de nitrogénio, adicionaram-se 25,0 mL de acetonitrila e pent-4-
in-1-ilmetanosulfonato (3) (1,78 g; 11,0 mmol). O sistema foi mantido sob
agitacdo magnética e aquecimento (70 °C) por 24 horas. Apos esse
periodo, foi evidenciado através da analise por CCD o término da reacgao.
A mistura reacional foi concentrada e particionada com 25,0 mL de
solucdo aquosa (0,1 mol L™) de hidréxido de sédio e éter etilico (3 x 25,0
mL). As fases orgénicas foram reunidas, lavadas com solugdo aquosa
saturada de cloreto de sédio (25,0 mL), seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada e concentrada sob pressado reduzida. O composto 4 foi
purificado por coluna cromatografica de silica gel eluida com hexano-
acetato de etila (6:1 v/v) e obtido como um 6leo amarelo com 78% (1,64

g; 7,13 mmol) de rendimento.

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: R¢= 0,55 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).

30



EM, m/z (%): 230 ([M]*, CisHigO2 100); 164(68); 149(44); 131(29);
121(16); 103(34); 91(31); 77(23); 65(16); 55(15); 41(34). O espectro é
apresentado na Figura 17 pg. 93.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,97 (t, 1H, J = 2,6 Hz, H-14); 2,04
(quint, 2H, J = 6,6 Hz, H-11); 2,42 (td, 2H, J;= 7,0 Hz e J, = 2,6 Hz, H-12);
3,34 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-7); 3,85 (s, 3H, OCHs); 4,10 (t, 2H, J = 6,3 Hz,
H-10); 5,05-5,12 (m, 2H, H-9); 5,97 (ddts,, 1H, J; = 16,8 Hz, Jo=10,2 Hz e
J3=6,7 Hz, H-8); 6,70-6,73 (m, 2H, H-3/H-5); 6,85 (d, 1H, J = 8,7 Hz, H-
6). O espectro é apresentado na Figura 18 pg. 94.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) 5: 15,2 (C-12); 28,2 (C-11); 39,8 (C-7); 55,9
(OCHs); 67,5 (C-14); 68,8 (C-10); 83,6 (C-13); 112,4 (C-3); 113,6 (C-9);
115,6 (C-6); 120,5 (C-5); 133,0 (C-4); 137,6 (C-8); 146,7 (C-1); 149,5 (C-
2). O espectro é apresentado na Figura 19 pg. 95.

2.3.3 SINTESE DOS ESTERES SULFONATOS

I
| X o—ﬁ—CH3
A o

A um baldo de fundo redondo (100 mL) foram adicionados 20,0 mL
de diclorometano e o alcool benzilico comercial de interesse (1,00 equiv.).
A mistura resultante sob atmosfera de nitrogénio foi resfriada a -50 °C. Em
seguida, adicionou-se trietlamina (2,00 equiv.). Posteriormente,
adicionou-se lentamente ao meio reacional cloreto de mesila (1,50 equiv.)
dissolvido em 1,00 mL de diclorometano. Apds o término da reacao
evidenciado por andlise de CCD adicionaram-se 10,0 mL de &gua
destilada. A fase organica foi extraida, lavada com solugéo aquosa (0,1

mol L™ de HCI (3 x 15,0 mL) seguida de solugdo aquosa saturada de
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bicarbonato de sédio (3 x 5,00 mL), seca com sulfato de sddio anidro,
fitrada e concentrada sobre pressao reduzida para a obtengao do éster
sulfonato de interesse. Os ésteres ndo foram submetidos a nenhum
processo subsequente de purificagao.

Os compostos 6a-6k foram sintetizados empregando-se a
metodologia descrita anteriormente. Na Figura 6, encontra-se
representada as estruturas e os rendimentos dos ésteres sulfonatos

obtidos.

0 0 I
©/\O—ﬁ—CH3 /©/\O_ﬁ_CH3 @/\O_ﬁ—cm
o o} (e}
F (¢]]
6a

6b 6c
(95%) (90%) (70%)
i i 2
/©/\O_S—CH3 /@/\O—S—CH3 /©/\O—S—CH3
Il I I
(0]
Br | 02N
6d 6e 6f
(83%) (83%) (82%)
I 9 0
/@AO_ﬁ_CHa /@Ao—ﬁ—% /@Ao—ﬁ—cm
(0]
H5CO F5CO © F4C ©
6g 6h 6i
(87%) (88%) (89%)
(0]
F. Il cl ﬁ
o o]
F cl
6j 6k
(85%) (93%)

Figura 6 - Estruturas e rendimentos dos ésteres sulfonatos sintetizados.

As estruturas dos compostos 6a-6k sdo suportadas pelos dados

apresentados a sequir.
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Benzilmetanosulfonato (6a)

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

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

157) no anexo.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHs); 71,5 (C-7); 128,8 (C-3/C-5);
128,9 (C-2/C-6); 129,3 (C-4); 133,2 (C-1). O espectro é apresentado na
Figura 4 (pg. 158) no anexo.

4-Fluorobenzilmetanosulfonato (6b)

6 7 o
S LN 0—8—cH,
4 2 8
3
(6b)

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R¢= 0,79 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,93 (s, 3H, CHa); 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). O espectro é

apresentado na Figura 5 (pg. 159) no anexo.

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). O espectro é apresentado na Figura 6 (pg.
160) no anexo.
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4-Clorobenzilmetanosulfonato (6c)

Caracteristica: 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). O espectro € apresentado na Figura
7 (pg. 161) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCIls) &: 38,3 (CHs); 70,3 (C-7); 129,1 (C-3/C-5);
130,1 (C-2/C-6); 131,8 (C-1); 135,4 (C-4). O espectro é apresentado na
Figura 8 (pg. 162) no anexo.

4-Bromobenzilmetanosulfonato (6d)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,95 (s, 3H, CHa); 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). O espectro

€ apresentado na Figura 9 (pg. 163) no anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHa); 70,3 (C-7); 123,5 (C-4); 130,3
(C-2/C-6); 132,0 (C-3/C-5); 132,3 (C-1). O espectro € apresentado na
Figura 10 (pg. 164) no anexo.
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4-lodobenzilmetanosulfonato (6e)

6 I Q
S 0—S—CHy
| 4 2 le}
3
(6e)

Caracteristica: solido 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). O espectro

€ apresentado na Figura 11 (pg. 165) no anexo.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHa); 70,4 (C-7); 95,4 (C-4); 130,4
(C-2/C-6); 133,0 (C-1); 138,0 (C-3/C-5). O espectro é apresentado na
Figura 12 (pg. 166) no anexo.

Nitrobenzilmetanosulfonato (6f)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,06 (s, 3H, CHa); 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). O espectro

é apresentado na Figura 13 (pg. 167) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl) &: 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). O espectro € apresentado na
Figura 14 (pg. 168) no anexo.
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4-Metoxibenzilmetanosulfonato (6g)

6, I Q
S O—S—CHj
4 2 8
HyCO™ ™2
(69)

Durante a sintese do composto 6g foi observado sua instabilidade
a temperatura ambiente, logo prosseguiu-se imediatamente para a
proxima reagao. Deste modo, nido foi possivel obter seus espectros de
RMN. Entretanto, através da analise feita pelo CG-MS foi possivel
observar que a reagao havia ocorrido com a formagao do produto 4-

metoxibenzilmetanoclorado apresentado abaixo.

No entanto, a formagéo desta substancia ndo interferiu na proxima

etapa ja que o cloro € um bom grupo abandonador.

Caracteristica: 6leo amarelo.

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

EM, m/z (%): 158 (M + 2]+, 2); 156 (IM]*, CgHoOCI, 7); 121(100); 106(4);
91(18); 77(54); 63(28); 51(75). O espectro é apresentado na Figura 15
(pg. 169) no anexo.
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4-(Trifluorometoxi)benzilmetanosulfonato (6h)

6, I Q
S O—S—CHj
4 2 8
Fic0” %
(6h)

Caracteristica: oleo incolor.
CCD: R¢= 0,63 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

RMN de "H (300 MHz, CDCl5) &: 2,97 (s, 3H, CHa): 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). O espectro

€ apresentado na Figura 16 (pg. 170) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 38,2 (CH3); 70,0 (C-7); 120,3 (q, 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). O espectro é apresentado na Figura 17 (pg. 171) no anexo.

4-(Trifluorometil)benzilmetanosulfonato (6i)

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

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 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). O espectro

é apresentado na Figura 18 (pg. 172) no anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) 5: 38,2 (CHs); 69,8 (C-7); 125,8 (q, J = 3,8
Hz, C-3/C-5); 127,2 (q, J = 278,5 Hz, CF3); 128,7 (C-2/C-6); 131,3 (q, J =
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32,5 Hz, C-4); 137,3 (C-1). O espectro é apresentado na Figura 19 (pg.

173) no anexo.

3,4-Difluorobenzilmetanosulfonato (6j)

6, I O
° O—S—CHj
4 2 o)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,98 (s, 3H, CHs); 5,17 (s, 2H, H-7);
7,14-7,29 (m, 3H, H-2/H-5/H-6). O espectro é apresentado na Figura 20
(pg. 174) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 38,3 (CHs3); 69,6 (C-7); 68,0 (C-10);
117,7-118,01 (m, C-2/C-5); 124,9-125,0 (m, C-6); 130,4-130,6 (m, C-1);
148,6-152,6 (m, C-3/C-4). O espectro é apresentado na Figura 21 (pg.

175) no anexo.

2,5-Diclorobenzilmetanosulfonato (6k)

o
ol S A
0—8—CHj
4 2 o)
Z S
(6k)

Caracteristica: sélido amarelo.

CCD: R¢= 0,67 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,07 (s, 3H, CHs); 5,29 (s, 2H, H-7); 7,30 (dd,
1H, J; =8,5Hz e J, = 2,3 Hz, H-4); 7,35 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-3); 7,49 (d, 1H, J =
2,3 Hz, H-6). O espectro é apresentado na Figura 22 (pg. 176) no anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCl;) &: 37,9 (CHs); 67,4 (C-7); 130,0 (C-4); 130,4
(C-6); 130,8 (C-3); 131,7 (C-5); 133,0 (C-2); 133,1 (C-1). O espectro &

apresentado na Figura 23 (pg. 177) no anexo.

2.3.4 SINTESE DAS AZIDAS ORGANICAS

A um baldo de fundo redondo (100 mL) contendo 10,0 mL de
dimetilsulféxido e azida de sodio (4,0 equiv.), foi adicionado o éster
sulfonato de interesse (1,00 equiv.) sintetizado anteriormente. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente e monitorada
por CCD. Terminada a reagao, adicionaram-se 10,0 mL de agua gelada.
A fase organica foi extraida com acetato de etila, lavada com solugao
saturada de NaCl, seca com sulfato de soédio anidro, filtrada e
concentrada sobre pressao reduzida para a obtencdo da azida de
interesse.

As azidas 7a-7k foram sintetizadas empregando-se a metodologia
descrita anteriormente. Na Figura 7 (pg.40), encontra-se representada as

estruturas e os rendimentos dos compostos obtidos.
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Br |

7a 7b 7c 7d 7e
(97%) (95%) (94%) (94%) (92%)
N3 N3 N3 N3 N3 N3
cl
F Cl

NO; OCHj OCF; CF3 F

7f 79 7h 7i 7 7k

(98%) (96%) (93%) (96%) (98%) (97%)

Figura 7 - Estruturas e rendimentos das azidas sintetizadas.

Devido a disponibilidade dos compostos brometo de 4-metilbenzila,

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

de substituicdo do metanosulfonato por estes reagentes na metodologia

anterior, também foram sintetizadas as azidas 71, 7n e 7m (Figura 8).

N3 N3 N3
Br
Br
CHj
71 7m 7n
(92%) (97%) (91%)

Figura 8 - Estruturas e rendimentos das azidas sintetizadas a partir de

brometos de benzila.
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As estruturas dos compostos 7a-7n sdo suportadas pelos dados

apresentados a seguir.

Benzilmetanoazida (7a)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCl5) &: 4,35 (s, 2H, H-7); 7,32-7,43 (m, 5H, H-
2/H-3/H-4/H-5/H-6). O espectro € apresentado na Figura 24 (pg. 178) no

anexo.

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). O espectro é apresentado na Figura 25 (pg.

179) no anexo.

4-Fluorobenzilmetanoazida (7b)

Caracteristica: sélido 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). O espectro é apresentado na
Figura 26 (pg. 180) no anexo.
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RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 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 =
2453 Hz, C-4). O espectro é apresentado na Figura 27 (pg. 181) no

anexo.

4-Clorobenzilmetanoazida (7¢c)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) 6: 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). O espectro é apresentado na
Figura 28 (pg. 182) no anexo.

RMN de "*C (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). O espectro é apresentado na Figura 29
(pg. 183) no anexo.

4-Bromobenzilmetanoazida (7d)

Caracteristica: 6leo incolor.

CCD: R¢= 0,85 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6: 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). O espectro é apresentado na
Figura 30 (pg. 184) no anexo.

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). O espectro é apresentado na Figura 31 (pg.

185) no anexo.

4-lodobenzilmetanoazida (7e)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) 6: 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). O espectro é apresentado na
Figura 32 (pg. 186) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 54,1 (C-7); 93,9 (C-4); 129,9 (C-2/C-6);
135,0 (C-1); 137,9 (C-3/C-5). O espectro é apresentado na Figura 33 (pg.

187) no anexo.

4-Nitrobenzilmetanoazida (7f)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: R¢= 0,80 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6: 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). O espectro é apresentado na
Figura 34 (pg. 188) no anexo.

RMN de ®C (75 MHz, CDCls) &: 53,6 (C-7); 123,9 (C-3/C-5); 128,5 (C-
2/C-6); 142,6 (C-1); 147,6 (C-4). O espectro é apresentado na Figura 35
(pg. 189) no anexo.

4-Metoxibenzilmetanoazida (79g)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,82 (s, 3H, 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). O

espectro € apresentado na Figura 36 (pg. 190) no anexo.

RMN de 3C (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). O espectro é apresentado na
Figura 37 (pg. 191) no anexo.

4-(Trifluorometoxi)benzilmetanoazida (7h)

Caracteristica: dleo incolor.

CCD: R¢= 0,90 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6: 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). O espectro € apresentado na
Figura 38 (pg. 192) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 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). O

espectro € apresentado na Figura 39 (pg. 193) no anexo.

4-(Trifluoro)benzilmetanoazida (7i)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCI;) 6: 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). O espectro é apresentado na
Figura 40 (pg. 194) no anexo.

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). O espectro é apresentado na Figura 41 (pg. 195) no

anexo.

3,4-Difluorobenzilmetanoazida (7j)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 4,31 (s, 2H, H-7); 7,02-7,21 (m, 3H, H-2/
H-5/ H-6). O espectro é apresentado na Figura 42 (pg. 196) no anexo.

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) &: 53,6 (C-7); 117,1 (dl, J = 17,3 Hz, C-5);
117,6 (d, 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). O espectro é

apresentado na Figura 43 (pg. 197) no anexo.

2,5-Diclorobenzilmetanoazida (7k)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) &: 4,48 (s, 2H, H-7); 7,25 (dd, 1H, J; = 8,5
Hz e J» = 2,4 Hz, H-4); 7,34 (d, 1H, J = 8,5 Hz, H-3); 7,41 (d, 1H, J = 2,4

Hz, H-6). O espectro é apresentado na Figura 44 (pg. 198) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) &: 51,8 (C-7); 129,4 (C-4); 129,6 (C-6);
130,7 (C-3); 131,6 (C-5); 133,0 (C-2); 1350 (C-1). O espectro é

apresentado na Figura 45 (pg. 199) no anexo.

4-Metilbenzilmetanoazida (71)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,36 (s, 3H, CHs); 4,28 (s, 2H, H-7);
7,17-7,23 (m, 4H, H-2/H-3/H-5/H-6). O espectro € apresentado na Figura
46 (pg. 200) no anexo.

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). O espectro é apresentado na
Figura 47 (pg. 201) no anexo.

2-Bromobenzilmetanoazida (7m)

(7m)

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

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 4,50 (s, 2H, H-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
J2=10,8 Hz, 1H, H-3). O espectro é apresentado na Figura 48 (pg. 202) no

anexo.

RMN de C (75 MHz, CDCls) &: 54,6 (C-7); 123,86 (C-2); 127,7 (C-4);
129,8 (C-5); 130,0 (C-6); 133,0 (C-3); 134,9 (C-1). O espectro &

apresentado na Figura 49 (pg. 203) no anexo.

3-Bromobenzilmetanoazida (7n)
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Caracteristica: oleo incolor.
CCD: Rf= 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). O espectro € apresentado na Figura
50 (pg. 204) no anexo.

RMN de *C (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). O espectro &

apresentado na Figura 51 (pg. 205) no anexo.

2.3.5 SINTESE DOS COMPOSTOS TRIAZOLICOS DERIVADOS DO
EUGENOL

Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-benzil-1H-1,2,3-triazol (8a)

( N

o8 =% 4

— 4 1 N
S o/}&\ /N ' '
12 1
OCH3 N 4

(8a) s
\ J

A um baldo de fundo redondo (10 mL) foram adicionados 4-alil-2-
metoxi-1-(prop-2-in-1-iloxi)benzeno (2) (0,150 g; 0,740 mmol), benzilazida
(7a) (0,0990 g; 0,740 mmol), ascorbato de sddio (0,0590 g; 0,300 mmol),
1,00 mL de etanol e 1,00 mL de agua. Em seguida, adicionou-se
CuS04-5H,0 (0,0370 g; 0,150 mmol). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo vigorosa a temperatura ambiente. Apos o término da reagao
evidenciado por andlise de CCD, a mistura reacional foi extraida com
diclorometano (3 x 10,0 mL). As fases organicas foram reunidas, lavadas
com solugao saturada de carbonato de sodio, seca com sulfato de sédio
anidro, filtrada e concentrada sobre pressao reduzida. O composto 8a foi
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purificado por coluna cromatografica de silica gel eluida com hexano-
acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v) e concentrado sob pressao
reduzida, fornecendo um sélido branco (0,228 g; 0,680 mmol) com 91%

de rendimento.

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,49 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 90,5-91,3 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl5) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H,
OCHa); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,23 (s, 2H, H-10); 5,50 (s, 2H, H-7’); 5,94
(ddtap, 1H, J; = 16,9 Hz, J> = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,68-6,70 (m,
2H, H-3/. H-5); 6,94 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-6); 7,23-7,38 (m, 5H, H-2’/H-
3'/H-4’'/H-5/H-6’); 7,54 (s, 1H, H-12). O espectro é apresentado na Figura
52 (pg. 206) no anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 54,1 (C-7’); 55,7 (OCHs); 63,5
(C-10); 112,2 (C-3); 114,6 (C-6); 115,7 (C-9); 120,4 (C-5); 122,7 (C-12);
128,1 (C-2'/C-6); 128,7 (C-4’); 129,0 (C-3'/C-5'); 133,8 (C-4); 134,4 (C-1°);
137,4 (C-8); 144,8 (C-11); 1458 (C-1); 149,5 (C-2). O espectro €

apresentado na Figura 53 (pg. 207) no anexo.

Os compostos 8b-8n foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparagdo do composto 8a. A seguir, estdo
descritas as informacdes relativas as reacdes e os dados obtidos para a

identificacao de cada substancia.
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Sintese do  4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (8b)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,218 g; 0,620
mmol) com 87% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,143 g; 0,710 mmol), 4-fluorobenzilmetanoazida (7b)
(0,107 g; 0,710 mmol), ascorbato de sodio (0,0560 g; 0,280 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0350 g; 0,140 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,39 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 92,1-92,7 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H,
OCHs): 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,23 (s, 2H, H-10); 5,47 (s, 2H, H-7"): 5,94
(ddtsp, TH, J; = 17,0 Hz, J> = 10,5 Hz e J5 = 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,70 (m,
2H, H-3/H-5); 6,93 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,04 (tap, 2H, J = 8,6 Hz, H-
3/H-5"); 7,22-7,26 (m, 2H, H-2/H-6'); 7,54 (s, 1H, H-12). O espectro é

apresentado na Figura 54 (pg. 208) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 39,7 (C-7); 53,4 (C-7’); 55,7 (OCHs); 63,4
(C-10); 12,2 (C-3); 114,5 (C-6); 115,7 (C-9); 116,1 (d, J = 21,8 Hz, C-
3'/C-5); 120,4 (C-5); 122,6 (C-12); 129,9 (d, J = 8,3 Hz, C-2’//C-6’); 130,3
(d, J = 3,0 Hz, C-1’); 133,8 (C-4); 137,4 (C-8); 145,0 (C-11); 145,8 (C-1);
149,5 (C-2); 162,8 (d, J = 246,0 Hz,C-4’). O espectro é apresentado na
Figura 55 (pg. 209) no anexo.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol
(8c)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,210 g; 0,570
mmol) com 84% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,137 g; 0,680 mmol), 4-clorobenzilmetanoazida (7c¢)
(0,114 g; 0,680 mmol), ascorbato de sodio (0,0540 g; 0,270 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0340 g; 0,140 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,37 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf=112,3-112,6 °C

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H,
OCHs): 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,23 (s, 2H, H-10); 5,47 (s, 2H, H-7’); 5,94
(ddtsp, 1H, J; = 17,0 Hz, J> = 10,2 Hz e J5 = 6,7 Hz, H-8); 6,66-6,70 (m,
2H, H-3//H-5): 6,93 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,18 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-
2'/H-6"); 7,33 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-3'/H-5); 7,54 (s, 1H, H-12). O espectro

€ apresentado na Figura 56 (pg. 210) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 53,4 (C-7’); 55,7 (OCHs); 63,4
(C-10); 112,2 (C-3); 114,6 (C-6); 115,7 (C-9); 120,4 (C-5); 122,7 (C-12);
129,2 (C-3'/C-5"); 129,3 (C-2/C-6'); 132,9 (C-4’); 133,9 (C-1’); 134,7 (C-4);
137,4 (C-8); 145,0 (C-11); 1458 (C-1); 149,5 (C-2). O espectro é

apresentado na Figura 57 (pg. 211) no anexo.
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,216 g; 0,520
mmol) com 80% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,132 g; 0,650 mmol), 4-bromobenzilmetanoazida (7d)
(0,138 g; 0,650 mmol), ascorbato de sodio (0,0510 g; 0,260 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0330 g; 0,130 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,59 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf=119,1-120,2 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H,
OCHs): 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,23 (s, 2H, H-10); 5,45 (s, 2H, H-7"); 5,94
(ddtsp, 1H, J; = 17,1 Hz, J> = 10,2 Hz e J5 = 6,7 Hz, H-8); 6,66-6,70 (m,
2H, H-3/H-5); 6,92 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,11 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2'/H-
6); 7,48 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3'/H-5'); 7,54 (s, 1H, H-12). O espectro &

apresentado na Figura 58 (pg. 212) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 53,4 (C-7’); 55,7 (OCHs); 63,4
(C-10); 112,2 (C-3); 114,6 (C-6); 115,7 (C-9); 120,4 (C-5); 122,7 (C-12);
122,8 (C-4’); 129,6 (C-2°/C-6’); 132,2 (C-3'/C-5’); 133,4 (C-1’); 133,9 (C-4);
137,4 (C-8); 145,1 (C-11); 145,7 (C-1); 149,5 (C-2). O espectro é

apresentado na Figura 59 (pg. 213) no anexo.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol
(8e)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,200 g; 0,430
mmol) com 87% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,101 g; 0,500 mmol), 4-iodobenzilmetanoazida (7e)
(0,130 g; 0,500 mmol), ascorbato de sodio (0,0400 g; 0,200 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0250 g; 0,100 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,37 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 129,2-131,1 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H,
OCHs): 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,20 (s, 2H, H-10); 5,44 (s, 2H, H-7’); 5,94
(ddtsp, 1H, J; = 17,0 Hz, J> = 10,5 Hz e J5 = 6,6 Hz, H-8); 6,67-6,70 (m,
2H, H-3/H-5); 6,92 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6): 6,98 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-2'/H-
6); 7,54 (s, 1H, H-12); 7,69 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-3'/H-5"). O espectro &

apresentado na Figura 60 (pg. 214) no anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 53,5 (C-7’); 55,7 (OCHs); 63,4
(C-10); 94,5 (C-4); 112,2 (C-3); 114,6 (C-6); 115,7 (C-9); 120,4 (C-5);
122,7 (C-12); 129,8 (C-2'/C-6’); 133,9 (C-1’); 134,1 (C-4); 137,4 (C-8);
138,2 (C-3'/C-5'); 145,1 (C-11); 145,8 (C-1); 149,5 (C-2). O espectro é

apresentado na Figura 61 (pg. 215) no anexo.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,223 g; 0,590
mmol) com 89% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,133 g; 0,660 mmol), 4-nitrobenzilmetanoazida (7f)
(0,118 g; 0,660 mmol), ascorbato de sddio (0,0520 g; 0,260 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0330 g; 0,130 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,14 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 120,9-121,9 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H,
OCHs); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,25 (s, 2H, H-10); 5,62 (s, 2H, H-7); 5,93
(ddtsp, TH, J; = 17,0 Hz, J> = 10,3 Hz e J5 = 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,70 (m,
2H, H-3/H-5); 6,92 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,37 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-2'/H-
6); 7,63 (s, 1H, H-12); 8,20 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-3/H-5"). O espectro &

apresentado na Figura 62 (pg. 216) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 53,0 (C-7’); 55,7 (OCHs); 63,3
(C-10); 112,3 (C-3); 114,5 (C-6); 115,7 (C-9); 120,4 (C-5); 123,0 (C-12);
124,2 (C-3'/C-5’); 128,5 (C-2'/C-6’); 134,0 (C-4); 137,4 (C-1"); 141,5 (C-8);
145,4 (C-11); 145,7 (C-1); 148,0 (C-4’); 149,5 (C-2). O espectro é

apresentado na Figura 63 (pg. 217) no anexo.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol (89g)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,200 g; 0,550
mmol) com 80% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,138 g; 0,680 mmol), 4-metoxibenzilmetanoazida (79g)
(0,110 g; 0,680 mmol), ascorbato de sodio (0,0540 g; 0,270 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0340 g; 0,140 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,36 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 92,4-93,1 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl5) &: 3,31 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,80 (s, 3H,
OCHy'); 3,81 (s, 3H, OCHs); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,21 (s, 2H, H-10);
5,43 (s, 2H, H-7°); 5,94 (ddt,,, 1H, J1 = 16,9 Hz, J, = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz,
H-8); 6,67-6,70 (m, 2H, H-3/H-5); 6,88 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-3'/H-5’); 6,94
(d, 1H, J =7,8 Hz, H-6); 7,21 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-2’'/H-6’); 7,51 (s, 1H, H-
12). O espectro é apresentado na Figura 21 pg. 101.

RMN de "*C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 53,7 (C-7’); 55,3 (OCH3);
55,7 (OCHs); 63,5 (C-10); 112,2 (C-3); 114,4 (C-3'/C-5'); 114,5 (C-6);
115,6 (C-9); 120,4 (C-5); 122,5 (C-12); 126,4 (C-1'); 129,7 (C-2//C-6);
133,7 (C-4); 137,4 (C-8); 144,7 (C-11); 145,9 (C-1); 149,5 (C-2); 159,9 (C-
4’). O espectro é apresentado na Figura 22 pg. 102.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1 H-
1,2,3-triazol (8h)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,213 g; 0,510
mmol) com 85% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,121 g; 0,600 mmol), 4-
(trifluorometoxi)benzilmetanoazida (7h) (0,130 g; 0,600 mmol), ascorbato

de sodio (0,0480 g; 0,240 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0300 g; 0,120 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,49 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 126,4-127,3 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H,
OCHs): 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,24 (s, 2H, H-10); 5,51 (s, 2H, H-7"): 5,94
(ddtsp, 1H, J; = 17,0 Hz, J, =10,2 Hz e J;= 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,70 (m, 2H,
H-3/H-5); 6,93 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,20 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-3'/H-5);
7,28 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-2/H-6'); 7,57 (s, 1H, H-12). O espectro é

apresentado na Figura 64 (pg. 218) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 39,7 (C-7); 53,2 (C-7’); 55,8 (OCHs); 63,4
(C-10); 112,2 (C-3); 114,5 (C-6); 115,8 (C-9); 120,3 (q, J = 256,3 Hz,
OCF3); 120,4 (C-5); 121,5 (C-12); 122,7 (C-3'/C-5’); 129,5 (C-2'/C-6’);
133,2 (C-1’); 133,9 (C-4); 137,4 (C-8); 145,1 (C-11); 145,8 (C-1); 149,3-
149,2 (m, C-4’); 149,5 (C-2). O espectro é apresentado na Figura 65 (pg.
219) no anexo.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(4-(trifluorometil)benzil)-1 H-
1,2,3-triazol (8i)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,210 g; 0,520
mmol) com 84% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,125 g; 0,620 mmol), 4-(trifluoro)benzilmetanoazida (7i)
(0,125 g; 0,620 mmol), ascorbato de sodio (0,0490 g; 0,250 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0310 g; 0,120 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,43 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 142,7-143,0 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H,
OCH3); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,25 (s, 2H, H-10); 5,57 (s, 2H, H-7’); 5,94
(ddtap, 1H, J; = 17,0 Hz, J> = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,70 (m,
2H, H-3/H-5); 6,93 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6); 7,34 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-2’/H-
6’); 7,58 (sl, 1H, H-12); 7,61 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-3'/H-5’). O espectro é

apresentado na Figura 66 (pg. 220) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCI;) &: 39,7 (C-7); 53,4 (C-7’); 55,8 (OCH3); 63,4
(C-10); 112,2 (C-3); 114,6 (C-6); 115,7 (C-9); 120,4 (C-5); 122,8 (C-12);
123,7 (q, J = 270,8 Hz, CF3); 126,0 (q, J = 3,8 Hz, C-3/C-5’); 128,1 (C-
2'/C-6’); 131,0 (q, J = 32,5 Hz, C-4’); 133,9 (C-4); 137,4 (C-8); 138,4 (C-
1’); 145,2 (C-11); 145,7 (C-1); 149,5 (C-2). O espectro é apresentado na
Figura 67 (pg. 221) no anexo.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(3,4-difluorobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (8j)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,195 g; 0,530
mmol) com 78% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,136 g; 0,670 mmol), 3,4-difluorobenzilmetanoazida
(7j) (0,113 g; 0,670 mmol), ascorbato de sédio (0,0530 g; 0,270 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0340 g; 0,130 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,30 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 104,9-105,2 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H,
OCHa); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,24 (s, 2H, H-10); 5,45 (s, 2H, H-7’); 5,94
(ddtap, 1H, J; = 17,0 Hz, J> = 10,3 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,70 (m,
2H, H-3/H-5); 6,92 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 6,97-7,19 (m, 3H, H-2'/H-5'/H-
6’); 7,57 (s, 1H, H-12). O espectro é apresentado na Figura 68 (pg. 222)

NoO anexo.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 39,7 (C-7); 53,0 (dl, J = 1,0 Hz, C-7");
55,7 (OCHj3); 63,4 (C-10); 112,2 (C-3); 114,6 (C-6); 115,7 (C-9); 117,2 (d,
J=18,0 Hz, C-5"); 117,9 (d, J = 18,0 Hz, C-2’); 120,4 (C-5); 122,7 (C-12);
124,2 (dd, J; = 6,8 Hz e J, = 3,8 Hz, C-6’); 131,4-131,5 (m, C-1"); 133,9
(C-4); 137,4 (C-8); 145,2 (C-11); 145,6 (C-1); 149,5 (C-2); [148,7-148,9
(m); 152,0-152,2 (m), C-3’/C-4’]. O espectro é apresentado na Figura 69
(pg. 223) no anexo.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(2,5-diclorobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (8k)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,203 g; 0,500
mmol) com 81% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,125 g; 0,620 mmol), 2,5-diclorobenzilmetanoazida
(7k) (0,125 g; 0,620 mmol), ascorbato de sédio (0,0490 g; 0,250 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0310 g; 0,120 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,59 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 87,9-88,4 °C

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,83 (s, 3H,
OCH3); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,23 (s, 2H, H-10); 5,60 (s, 2H, H-7’); 5,94
(ddtap, 1H, J1 = 16,9 Hz, J, = 9,9 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,68-6,71 (m, 2H,
H-3/H-5); 6,93 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6); 7,12 (d, 1H, J = 2,3 Hz, H-6’); 7,27
(dd, 1H, J; = 8,6 Hz e J, = 2,3 Hz, H-4’); 7,35 (d, 1H, J = 8,6 Hz, H-3');
7,67 (s, 1H, H-12). O espectro é apresentado na Figura 70 (pg. 224) no

anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 50,9 (C-7’); 55,8 (OCHa); 63,5
(C-10); 112,3 (C-3); 114,7 (C-6); 115,7 (C-9); 120,5 (C-5); 123,1 (C-12);
130,0 (C-4’); 130,2 (C-6); 130,9 (C-3); 131,5 (C-2’); 133,5 (C-5'); 133,9
(C-1'); 133,9 (C-4); 137,4 (C-8); 145,1 (C-11); 145,7 (C-1); 149,5 (C-2). O

espectro é apresentado na Figura 71 (pg. 225) no anexo.
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Sintese do 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol
(8l)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,205 g; 0,590
mmol) com 82% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,145 g; 0,720 mmol), 4-metilbenziimetanoazida (71)
(0,106 g; 0,720 mmol), ascorbato de sodio (0,0570 g; 0,290 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0360 g; 0,140 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,66 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 81,4-82,3 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,34 (s, 3H, CHs); 3,32 (d, 2H, J = 6,6
Hz, H-7); 3,81 (s, 3H, OCHj3); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,22 (s, 2H, H-10);
5,45 (s, 2H, H-7°); 5,94 (ddt,,, 1H, J1 = 16,9 Hz, J, = 10,2 Hz e J3= 6,6 Hz,
H-8); 6,66-6,69 (m, 2H, H-3/H-5); 6,93 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,13-7,19
(m, 4H, H-2’/H-3’/H-5'/H-6’); 7,52 (s, 1H, H-12). O espectro é apresentado
na Figura 72 (pg. 226) no anexo.

*Apesar da sobreposigao dos sinais referentes aos dupletos (H-2’/H-6’) e
(H-3’/H-5’), foi possivel calcular a constante de acoplamento J = 8,8 Hz

para os respectivos hidrogénios.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 21,1 (CHs); 39,8 (C-7); 53,9 (C-7’); 55,7
(OCHs); 63,5 (C-10); 112,2 (C-3); 114,6 (C-6); 115,6 (C-9); 120,4 (C-5);
122,6 (C-12); 128,1 (C-3'/C-5"); 129,7 (C-2’/C-6’); 131,4 (C-1’); 133,8 (C-
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4); 137,5 (C-4’); 138,6 (C-8); 144,7 (C-11); 145,9 (C-1); 149,5 (C-2). O

espectro é apresentado na Figura 73 (pg. 227) no anexo.

Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (8m)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,208 g; 0,500
mmol) com 77% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,132 g; 0,650 mmol), 2-bromobenzilmetanoazida (7m)
(0,138 g; 0,650 mmol), ascorbato de sodio (0,0510 g; 0,260 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0330 g; 0,130 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,70 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 67,5-68,6 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6: 3,32 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H,
OCHa); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,25 (s, 2H, H-10); 5,64 (s, 2H, H-7’); 5,94
(ddtap, 1H, J; = 16,9 Hz, J> = 10,2 Hz e J3= 6,6 Hz, H-8); 6,67-6,70 (m,
2H, H-3/H-5); 6,95 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6); 7,12 (dd, 1H, J1 = 7,4 Hz e J,
=1,7 Hz, H-6’); 7,19-7,32 (m, 2H, H-5'/H-4’); 7,60 (dd, 1H, J1 = 7,8 Hz e J;
=1,2 Hz, H-3’); 7,66 (s, 1H, H-12). O espectro é apresentado na Figura 74
(pg. 228) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 39,7 (C-7); 53,7 (C-7’); 55,7 (OCHa); 63,5
(C-10); 112,2 (C-3); 114,7 (C-6); 115,6 (C-9); 120,4 (C-5); 123,1 (C-12);
123,4 (C-2'); 128,1 (C-5"); 130,3 (C-4); 130,3 (C-6’); 133,1 (C-3’); 133,8
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(C-1); 134,0 (C-4); 137,4 (C-8); 144,7 (C-11); 145,7 (C-1); 149,5 (C-2). O

espectro é apresentado na Figura 75 (pg. 229) no anexo.

Sintese do 4-((4-alil-2-metoxi)fenoximetil)-1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (8n)
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Este composto foi obtido como um soélido branco (0,213 g; 0,520
mmol) com 79% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-
iloxi)benzeno (2) (0,132 g; 0,650 mmol), 3-bromobenzilmetanoazida (7n)
(0,138 g; 0,650 mmol), ascorbato de sodio (0,0510 g; 0,260 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0330 g; 0,130 mmol).

Caracteristica: sélido branco.
CCD: R¢= 0,70 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 97,5-97,9 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl;) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H,
OCHs): 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,24 (s, 2H, H-10); 5,47 (s, 2H, H-7’); 5,94
(ddtsp, TH, J; = 16,9 Hz, J> = 10,8 Hz e J5 = 6,6 Hz, H-8); 6,68-6,70 (m,
2H, H-3/H-5); 6,93 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6); [7,15-7,26 (m); 7,40 (sl); 7,48
(dap, J = 7,7 Hz); 4H, H-2'/H-4'/H-5'/H-6"]; 7,57 (s, 1H, H-12). O espectro é

apresentado na Figura 76 (pg. 230) no anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-7); 53,3 (C-7’); 55,7 (OCHs); 63,4
(C-10); 112,2 (C-3); 114,6 (C-6); 115,7 (C-9); 120,5 (C-5); 122,7 (C-12);
123,0 (C-3'); 126,6 (C-6); 130,6 (C-5); 131,0 (C-2’); 131,9 (C-4’); 133,9
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(C-4); 136,6 (C-8); 137,4 (C-1'); 145,1 (C-11); 145,8 (C-1); 149,5 (C-2). O

espectro é apresentado na Figura 77 (pg. 231) no anexo.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-benzil-1H-1,2,3-triazol (9a)
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A um baldo de fundo redondo (10 mL) foram adicionados 4-alil-2-
metoxi-1-(pent-4-in-1-iloxi)benzeno (4) (0,158 g; 0,690 mmol), benzilazida
(7a) (0,0920 g; 0,690 mmol), ascorbato de sddio (0,0550 g; 0,280 mmol),
1,00 mL de etanol e 1,00 mL de agua. Em seguida, adicionou-se
CuS04-5H,0 (0,0350 g; 0,140 mmol). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo vigorosa a temperatura ambiente. Apos o término da reagao
evidenciado por analise de CCD, a mistura reacional foi elaborada com
diclorometano (3 x 10,0 mL). As fases organicas foram reunidas, lavadas
com solugcao saturada de carbonato de sddio, seca com sulfato de sédio
anidro, filtrada e concentrada sobre pressao reduzida. O composto 8a foi
purificado por coluna cromatografica de silica gel eluida com hexano-
acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v) e concentrado sob pressao
reduzida, fornecendo um sdlido branco (0,198 g; 0,540 mmol) com 79%

de rendimento.

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,16 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).

Tf=71,4-72,6 °C.
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RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,17 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-11); 2,90
(t, 2H, J=7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H, OCHj5);
4,01 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,48 (s, 2H, H-7");
5,95 (ddtg,, 1H, J; = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,69
(m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,22-7,37 (m, 6H, H-2'/H-
3'/H-4’'/H-5/H-6'/H-14). O espectro é apresentado na Figura 78 (pg. 232)

NO anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,9
(C-7’); 55,8 (OCH3); 68,1 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6); 115,5 (C-9);
120,4 (C-5); 120,9 (C-14); 127,9 (C-2'/C-6’); 128,5 (C-4’); 129,0 (C-3’/C-
57); 132,9 (C-1’); 134,8 (C-4); 137,6 (C-8); 146,6 (C-1); 147,7 (C-13); 149,3
(C-2). O espectro é apresentado na Figura 79 (pg. 233) no anexo.

Os compostos 9b-9n foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparagdo do composto 9a. A seguir, estdo
descritas as informacdes relativas as reacdes e os dados obtidos para a

identificacdo de cada substancia.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9b)
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Este composto foi obtido como um sdélido branco (0,215 g; 0,560
mmol) com 86% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-

iloxi)benzeno (4) (0,151 g; 0,660 mmol), 4-fluorobenzilmetanoazida (7b)
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(0,100 g; 0,660 mmol), ascorbato de sddio (0,0520 g; 0,260 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0330 g; 0,130 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf= 0,21 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 96,4-96,8°C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,17 (quint, 2H, J = 6,9 Hz, H-11); 2,90
(t, 2H, J=7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H, OCHjs);
4,01 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,44 (s, 2H, H-7");
5,95 (ddtg,, 1H, J; = 16,8 Hz, J, = 10,8 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,66-6,69
(m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,03 (t, 2H, J = 8,6 Hz, H-
3'/H-5’); 7,19-7,26 (m, 3H, H-2’/H-6’/H-14). O espectro é apresentado na
Figura 80 (pg. 234) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl5) &: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,2
(C-7’):; 55,8 (OCHs); 68,0 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6); 115,6 (C-9);
116,0 (d, J = 21,8 Hz, C-3'/C-5'); 120,4 (C-5); 120,8 (C-14); 129,7 (d, J =
8,3 Hz, C-2'/C-6’); 130,7 (d, J = 3,0 Hz, C-1’); 132,9 (C-4); 137,6 (C-8);
146,6 (C-1); 147,8 (C-13); 149,3 (C-2); 162,7 (d, J = 246,8 Hz,C-4). O

espectro é apresentado na Figura 81 (pg. 235) no anexo.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9¢)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,218 g; 0,550

mmol) com 87% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
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iloxi)benzeno (4) (0,145 g; 0,630 mmol), 4-clorobenzilmetanoazida (7c¢)
(0,106 g; 0,630 mmol), ascorbato de sdédio (0,0480 g; 0,25 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0320 g; 0,130 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,46 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 81,8-82,2 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 2,17 (quint, 2H, J = 6,9 Hz, H-11); 2,90
(t, 2H, J = 7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H, OCHs);
4,01 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 5,04-5,11 (m, 2H, H-9): 5,44 (s, 2H, H-7);
5,95 (ddtsp, 1H, J; = 17,0 Hz, J> = 10,2 Hz e Js = 6,7 Hz, H-8); 6,66-6,69
(m, 2H, H-3/H-5): 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6): 7,16 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-
2'/H-6"); 7,24 (s, 1H, H-14); 7,32 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-3'/H-5). O espectro

€ apresentado na Figura 82 (pg. 236) no anexo.

RMN de C (75 MHz, CDCl) &: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,2
(C-7’):; 55,8 (OCHs); 68,0 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6); 115,6 (C-9);
120,4 (C-5); 120,9 (C-14); 129,2 (C-2/C-3/C-5/C-6’); 132,9 (C-4’); 133,3
(C-1'): 134,6 (C-4); 137,6 (C-8); 146,6 (C-1); 147,9 (C-13); 149,3 (C-2). O

espectro € apresentado na Figura 83 (pg. 237) no anexo.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9d)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,210 g; 0,480

mmol) com 84% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
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iloxi)benzeno (4) (0,130 g; 0,570 mmol), 4-bromobenzilmetanoazida (7d)
(0,120 g; 0,57 mmol), ascorbato de sédio (0,0450 g; 0,23 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0290 g; 0,110 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,46 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 89,4-90,3 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &: 2,17 (quint, 2H, J= 6,9 Hz, H-11); 2,90 (¢,
2H, J = 7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H, OCHb);
4,01 (t, 2H, J = 6,3 Hz, H-10); 5,04-5,11 (m, 2H, H-9): 5,43 (s, 2H, H-7);
5,95 (ddtsp, 1H, J; = 16,8 Hz, J> = 10,2 Hz e J; = 6,7 Hz, H-8); 6,66-6,70
(m, 2H, H-3/H-5): 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6): 7,10 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
2'/H-6"); 7,24 (s, 1H, H-14); 7,47 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3'/H-5). O espectro

€ apresentado na Figura 84 (pg. 238) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,2
(C-7’); 55,8 (OCH3); 68,0 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6); 115,6 (C-9);
120,4 (C-5); 120,9 (C-14); 122,7 (C-4’); 129,5 (C-2'/C-6’); 132,2 (C-3’/C-
5%); 133,0 (C-1’); 133,9 (C-4); 137,6 (C-8); 146,6 (C-1); 147,9 (C-13); 1494
(C-2). O espectro é apresentado na Figura 85 (pg. 239) no anexo.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9e)
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Este composto foi obtido como um sdélido branco (0,246 g; 0,500

mmol) com 91% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-

67



iloxi)benzeno (4) (0,127 g; 0,550 mmol), 4-iodobenzilmetanoazida (7e)
(0,143 g; 0,550 mmol), ascorbato de sodio (0,0440 g; 0,202 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0280 g; 0,110 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,45 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 98,3-99,2 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCl5) &: 2,17 (quint, 2H, J= 6,9 Hz, H-11); 2,90 (¢,
2H, J = 7,5 Hz, H-12); 3,33 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H, OCHb);
4,01 (t, 2H, J = 6,3 Hz, H-10); 5,04-5,11 (m, 2H, H-9): 5,41 (s, 2H, H-7);
5,95 (ddtsp, 1H, J1 = 16,8 Hz, J> = 10,2 Hz e Js = 6,6 Hz, H-8); 6,67-6,70
(m, 2H, H-3/H-5): 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6): 6,96 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-
2'/H-6"); 7,24 (s, 1H, H-14); 7,68 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-3'/H-5). O espectro

€ apresentado na Figura 86 (pg. 240) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) 5: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,3
(C-7’); 55,8 (OCHj3); 68,0 (C-10); 94,3 (C-4’); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6);
115,6 (C-9); 120,4 (C-5); 120,9 (C-14); 129,6 (C-2°/C-6’); 132,9 (C-1’);
134,5 (C-4); 137,6 (C-8); 138,1 (C-3'/C-5); 146,6 (C-1); 147,9 (C-13);
149,3 (C-2). O espectro € apresentado na Figura 87 (pg. 241) no anexo.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9f)
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Este composto foi obtido como um sdélido branco (0,205 g; 0,500

mmol) com 82% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-

68



iloxi)benzeno (4) (0,141 g; 0,610 mmol), 4-nitrobenzilmetanoazida (7f)
(0,109 g; 0,610 mmol), ascorbato de sddio (0,0480 g; 0,240 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0310 g; 0,120 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,29 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf =79,7-80,4 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,19 (quint, 2H, J = 6,9 Hz, H-11); 2,94
(t, 2H, J=7,5 Hz, H-12); 3,31 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H, OCHj5);
4,01 (t, 2H, J = 6,3 Hz, H-10); 5,03-5,10 (m, 2H, H-9); 5,59 (s, 2H, H-7");
5,94 (ddtg,, 1H, J; = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,69
(m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6); 7,33-7,36 (m, 3H, H-2'/H-
6'/H-14)*; 8,19 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-3'/H-5’). O espectro é apresentado na
Figura 88 (pg. 242) no anexo.

*Apesar de um dos sinais referentes ao dupleto (H-2'/H-6’) ter sobreposto
ao simpleto (H-14), foi possivel calcular a constante de acoplamento J =

8,7 Hz para o dupleto.

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) 5: 22,1 (C-12); 28,6 (C-11); 39,7 (C-7); 52,9
(C-7’); 55,8 (OCHs3); 68,0 (C-10); 112,4 (C-3); 113,4 (C-6); 115,6 (C-9);
120,4 (C-5); 121,3 (C-14); 124,2 (C-3'/C-5’); 128,4 (C-2’/C-6’); 133,0 (C-4);
137,5 (C-1°); 141,9 (C-8); 146,6 (C-1); 147,9 (C-4’); 148,3 (C-13); 149,3
(C-2). O espectro é apresentado na Figura 89 (pg. 243) no anexo.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxipropil)-1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9g)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,224 g; 0,570
mmol) com 83% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
iloxi)benzeno (4) (0,158 g; 0,690 mmol), 4-metoxibenzilmetanoazida (79)
(0,113 g; 0,690 mmol), ascorbato de sddio (0,0550 g; 0,280 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0350 g; 0,140 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: Rf= 0,22 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 88,9-90,4 °C.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 2,16 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-11); 2,88
(t, 2H, J = 7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-7); 3,80 (s, 3H,
OCH?5); 3,82 (s, 3H, OCHs); 4,01 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 5,04-5,10 (m,
2H, H-9); 5,40 (s, 2H, H-7’); 5,95 (ddtap, 1H, J; = 16,8 Hz, J;=9,9 Hz e J;=
6,6 Hz, H-8); 6,66-6,69 (m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6);
6,87 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-3/H-5'); 7,17-7,20 (m, 3H, H-2'/H-4'/H-14). O

espectro é apresentado na Figura 90 (pg. 244) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) 5: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,5
(C-7’); 55,3 (OCHj3); 55,8 (OCHs3); 68,1 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6);
114,4 (C-3'/C-5"); 115,5 (C-9); 120,4 (C-5); 120,6 (C-14); 126,8 (C-1’);
129,5 (C-2'/C-6’); 132,9 (C-4); 137,6 (C-8); 146,6 (C-1); 147,6 (C-13);
149,3 (C-2); 159,8 (C-4’). O espectro é apresentado na Figura 91 (pg.

245) no anexo.
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Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-
1H-1,2,3-triazol (9h)
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Este composto foi obtido como um solido branco (0,210 g; 0,470
mmol) com 84% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
iloxi)benzeno (4) (0,129 g; 0,560 mmol), 4-
(trifluorometoxi)benzilmetanoazida (7h) (0,121 g; 0,560 mmol), ascorbato

de sodio (0,0440 g; 0,220 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0280 g; 0,110 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,49 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 93,4-94,9 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,18 (quint, 2H, J = 6,9 Hz, H-11); 2,91
(t, 2H, J =7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H, OCH5);
4,01 (t, 2H, J = 6,3 Hz, H-10); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,48 (s, 2H, H-7’);
5,95 (ddtsp, 1H, J; = 16,8 Hz, J> = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,66-6,70
(m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,19 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-
3'/H-5’); 7,24-7,27 (m, 3H, H-2’/H-6’/H-14). O espectro é apresentado na
Figura 92 (pg. 246) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) 5: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,0
(C-7'); 55,8 (OCHa); 68,0 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6); 115,6 (C-9);
120,3 (g, J = 257,0 Hz, OCF3); 120,4 (C-5); 121,0 (C-14); 121,4 (C-3'/C-
5'); 129,3 (C-2'/C-6"); 133,0 (C-1'); 133,6 (C-4); 137,6 (C-8); 146,6 (C-1);
148,0 (C-13); 149,2-149,3 (m, C-4’); 1494 (C-2). O espectro é

apresentado na Figura 93 (pg. 247) no anexo.
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Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-(trifluorometil)benzil)-1 H-
1,2,3-triazol (9i)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,230 g; 0,530
mmol) com 92% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
iloxi)benzeno (4) (0,133 g; 0,580 mmol), 4-(trifluoro)benzilmetanoazida (7i)
(0,117 g; 0,580 mmol), ascorbato de sodio (0,0460 g; 0,230 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0290 g; 0,120 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,50 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf=111,3-112,5 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,19 (quint, 2H, J = 6,9 Hz, H-11); 2,92
(t, 2H, J=7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,81 (s, 3H, OCHjs);
4,02 (t, 2H, J = 6,3 Hz, H-10); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,54 (s, 2H, H-7’);
5,94 (ddty,, 1H, J; = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J;= 6,74 Hz, H-8); 6,67-6,70
(m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,28 (s, 1H, H-14); 7,32 (d,
2H, J = 8,1 Hz, H-2'/H-6’); 7,61 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-3'/H-5’). O espectro é
apresentado na Figura 24 (pg. 105).

RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) 5: 22,1 (C-12); 28,8 (C-11); 39,7 (C-7); 53,2
(C-7'); 55,9 (OCHa); 68,0 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6); 115,6 (C-9);
120,4 (C-5); 121,1 (C-14); 123,8 (q, J = 270,8 Hz, CF3); 126,0 (q, J = 3,8
Hz, C-3'/C-5'); 128,0 (C-2//C-6’); 130,9 (q, J = 32,5 Hz, C-4’); 133,0 (C-4);
137,6 (C-8); 138,8 (C-1'); 146,7 (C-1); 148,1 (C-13); 149,4 (C-2). O

espectro é apresentado na Figura 25 (pg. 106).
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Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(3,4-difluorobenzil)-1 H-
1,2,3-triazol (9j)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,225 g; 0,560
mmol) com 90% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
iloxi)benzeno (4) (0,144 g; 0,630 mmol), 3,4-difluorobenziimetanoazida
(7j) (0,107 g; 0,630 mmol), ascorbato de sddio (0,0500 g; 0,250 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0320 g; 0,130 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,41 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 97,1-97,8 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,18 (quint, 2H, J = 6,9 Hz, H-11); 2,92
(t, 2H, J=7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H, OCH5);
4,01 (t, 2H, J = 6,3 Hz, H-10); 5,04-5,11 (m, 2H, H-9); 5,43 (s, 2H, H-7");
5,95 (ddtsp, 1H, J; = 16,8 Hz, J> = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,66-6,70
(m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 6,94-7,18 (m, 3H, H-2'/H-
5'/H-6’); 7,27 (s, 1H, H-14). O espectro é apresentado na Figura 94 (pg.

248) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) 5: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 52,5
(OCHs3); 55,9 (dI, J = 8,3 Hz, C-7’); 68,0 (C-10); 112,5 (C-3); 113,4 (C-6);
115,6 (C-9); 117,0 (d, J = 17,3 Hz, C-5); 117,9 (d, J = 17,3 Hz, C-2);
120,4 (C-5); 120,9 (C-14); 124,0 (dd, J; = 6,8 Hz e J, = 3,8 Hz, C-6);
131,8-131,9 (m, C-1’); 133,0 (C-4); 137,5 (C-8); 146,5 (C-1); 148,1 (C-13);
149,3 (C-2); [148,6-148,9 (m); 151,9-152,2 (m), C-3’/C-4’]. O espectro é

apresentado na Figura 95 (pg. 249) no anexo.
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Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9I)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,216 g; 0,570
mmol) com 80% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
iloxi)benzeno (4) (0,165 g; 0,720 mmol), 4-metilbenziimetanoazida (71)
(0,106 g; 0,720 mmol), ascorbato de sddio (0,0570 g; 0,290 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0360 g; 0,140 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,42 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 59,6-60,9 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,16 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-11); 2,34
(s, 3H, CHs); 2,88 (t, 2H, J = 7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7);
3,81 (s, 3H, OCHs); 4,01 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9);
5,43 (s, 2H, H-7°); 5,95 (ddta,, 1H, J1 = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz,
H-8); 6,66-6,69 (m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); 7,11-7,17
(m, 4H, H-2'/H-3'/H-5'/H-6’)*; 7,21 (s, 1H, H-14). O espectro é apresentado
na Figura 96 (pg. 250) no anexo.

*Apesar da sobreposigao dos sinais referentes aos dupletos (H-2’/H-6’) e
(H-3’/H-5’), foi possivel calcular a constante de acoplamento J = 8,7 Hz

para os respectivos hidrogénios.

RMN de *3C (75 MHz, CDCl;) &: 21,0 (CHs); 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7
(C-7); 53,7 (C-7’); 55,8 (OCH3); 68,0 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6);
115,5 (C-9); 120,4 (C-5); 120,7 (C-14); 127,9 (C-3'/C-5'); 129,6 (C-2//C-6);
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131,7 (C-1’); 132,8 (C-4); 137,5 (C-4’); 138,4 (C-8); 146,6 (C-1); 147,6 (C-
13); 149,3 (C-2). O espectro é apresentado na Figura 97 (pg. 251) no

anexo.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9m)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,198 g; 0,450
mmol) com 79% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
iloxi)benzeno (4) (0,130 g; 0,570 mmol), 2-bromobenzilmetanoazida (7m)
(0,120 g; 0,570 mmol), ascorbato de sdédio (0,045 g; 0,230 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0290 g; 0,110 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,61 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf =47,8-49,1 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,19 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-11); 2,92
(t, 2H, J=7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H, OCH5);
4,02 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 5,04-5,10 (m, 2H, H-9); 5,61 (s, 2H, H-7");
5,95 (ddta,, 1H, J; = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,69
(m, 2H, H-3/H-5); 6,78 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6); 7,08 (dd, 1H, J1 =7,5Hz e
J> = 1,6 Hz, H-6’); 7,17-7,30 (m, 2H, H-5'/H-4’); 7,35 (s, 1H, H-14); 7,59
(dd, 1H, J; = 7,8 Hz e J, = 1,1 Hz, H-3’). O espectro é apresentado na
Figura 98 (pg. 252) no anexo.
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RMN de *C (75 MHz, CDCl;) 6: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,6
(C-7'); 55,8 (OCHs); 68,1 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6); 115,5 (C-9);
120,3 (C-5); 121,3 (C-14); 123,2 (C-2'); 128,1 (C-5"); 130,1 (C-4’); 130,2
(C-6'); 132,9 (C-1’); 133,1 (C-3'); 134,4 (C-4); 137,6 (C-8); 146,6 (C-1);
147,7 (C-13); 149,3 (C-2). O espectro € apresentado na Figura 99 (pg.

253) no anexo.

Sintese do 4-(3-(4-alil-2-metoxi)fenoxipropil)-1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-
triazol (9n)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,203 g; 0,460
mmol) com 81% de rendimento a partir do 4-alil-2-metoxi-1-(pent-4-in-1-
iloxi)benzeno (4) (0,130 g; 0,570 mmol), 3-bromobenzilmetanoazida (7n)
(0,120 g; 0,570 mmol), ascorbato de soédio (0,045 g; 0,230 mmol) e

CuS04-5H,0 (0,0290 g; 0,110 mmol).

Caracteristica: solido branco.
CCD: R¢= 0,32 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v/v).
Tf = 65,9-67,1 °C.

RMN de 'H (300 MHz, CDCI;) 6: 2,18 (quint, 2H, J = 6,9 Hz, H-11); 2,91
(t, 2H, J=7,5 Hz, H-12); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz, H-7); 3,82 (s, 3H, OCH3);
4,02 (t, 2H, J = 6,3 Hz, H-10); 5,03-5,10 (m, 2H, H-9); 5,44 (s, 2H, H-7’);
5,94 (ddty,, 1H, J; = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J3= 6,7 Hz, H-8); 6,67-6,69
(m, 2H, H-3/H-5); 6,78 (d, 1H, J = 7,9 Hz, H-6); [7,13-7,27 (m); 7,38 (sl);
7,46 (dap, J = 7,8 Hz); 5H, H-2'/H-4’/H-5'/H-6'/H-14]. O espectro é

apresentado na Figura 100 (pg. 254) no anexo.
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RMN de *C (75 MHz, CDCl;) 5: 22,1 (C-12); 28,7 (C-11); 39,7 (C-7); 53,1
(C-7"); 55,8 (OCHj3); 68,0 (C-10); 112,3 (C-3); 113,4 (C-6); 115,6 (C-9);
120,4 (C-5); 121,0 (C-14); 123,0 (C-3’); 126,4 (C-6’); 130,6 (C-5); 130,8
(C-2’); 131,7 (C-4’); 132,9 (C-4); 137,1 (C-8); 137,6 (C-1');146,6 (C-1);
148,0 (C-13); 149,3 (C-2). O espectro é apresentado na Figura 101 (pg.

255) no anexo.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A etapa inicial do desenvolvimento deste trabalho consistiu na
purificacdo do eugenol (1) a partir do 6leo essencial do cravo da india.

As técnicas de extragdo comumente empregadas para a obtengao
de oleos essenciais sao: destilagao por arraste de vapor d’agua, extragao
com solventes organicos, enfloragdao, prensagem e extracdo por fluido
supercritico (geralmente CO;). Dentre essas, a extragdo por arraste de
vapor d’agua é considerado um dos métodos mais simples e por isso é o
mais utilizados em pesquisas laboratoriais (RABELO, 2010).

A extragao por arraste de vapor pode ser realizada de trés formas,
sendo distintas pelo modo como se estabelece o contanto entre a amostra
e a agua na fase liquida ou de vapor. O método que mantém o material a
ser destilado diretamente em contato com a agua em ebulicdo €
denominado hidrodestilacdo (SANTOS et al., 2003).

Na extragao por hidrodestilagdo, o vapor d’agua promove a quebra
das bolsas intercelulares que contém o 6leo essencial. Os componentes
do dleo sao entdo arrastados pelo fluxo de vapor até que a mistura dos
vapores de Oleo e agua se condensem. Ao sofrer condensacgao, a mistura

de 6leo e agua forma uma emulsdo aquosa de coloragdo esbranquigada,
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denominada hidrolato. A partir da obtencdo do hidrolato o constituinte de
interesse ¢é isolado através da utilizagdo de solventes organicos
(GUIMARAES et al., 2000).

Neste trabalho, a extracdo do 6leo essencial do cravo foi realizada
por hidrodestilacéo, utilizando um baldo contendo agua e cravo da india,
acoplado a um sistema de destilagdo conforme apresentado na Figura 5,
pg. 26.

Apos obtencdo do 6leo essencial, o eugenol (1) foi purificado a
partir deste 6leo por cromatografia em coluna de silica gel. O rendimento
do composto isolado foi calculado dividindo-se a massa final do produto
obtido (7,12 g) pela massa total de cravo da india utilizada no processo
de hidrodestilagao (60,0 g). Assim, aproximadamente 12% de eugenol (1)
foram obtidos a partir do cravo da india.

Segundo Oliveira (2009), é possivel extrair aproximadamente 15%
de teor de 6leo essencial a partir de 50g de botdes secos de cravo da
india. Tendo em vista essa afirmativa e considerando a massa de cravo
da india utilizada neste trabalho (60,0g), estima-se um valor de
rendimento igual a 18% para essa extragéo.

A identidade do eugenol (1) isolado foi confirmada de maneira
inequivoca pela espectrometria de massas e pela espectroscopia de RMN
de 'H e *C. A espectrometria de massas (Figura 10, pg.81) confirmou a
férmula molecular da substancia 1 uma vez que o pico em m/z 164 esta
em total acordo com a férmula molecular desta substancia (C1oH12032). O
espectro de massas ainda contém picos tipicos da fragmentagdo de

fendis e éteres aromaticos, sendo o pico em m/z 149 caracteristico da
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perda do radical metila e os picos em m/z 77 e m/z 65 correspondentes
aos ions [CeHs'] e [CsHs'] originados por rearranjo com eliminagéo de
monoxido de carbono (CO). Ja o fragmento correspondente ao pico em
m/z 133 é referente a perda do grupo OCHj3; da fungéo éter (CORTEZ et
al., 1998). A Figura 9 ilustra as fragmentagbes dos principais picos

contidos no espectro do eugenol (1) (Figura 10, pg.81).

OCHs OCHj,
— - _
o = e
m/z 164
- OCHjs - CHj
o+ +
O
WOH i@*%
m/z 133 m/z 149
Figura 9 - Proposta de fragmentagdes e formagdo dos picos

caracteristicos do eugenol (1).

No espectro de RMN de 'H do composto 1 (Figura 11, pg.82), o
dupleto observado em 6y 3,33 e integrado para dois atomos de
hidrogénio (J = 6,7 Hz) foi atribuido aos hidrogénios metilénicos H-7. O
simpleto observado em 6, 3,88 e integrado para trés atomos de
hidrogénio foi atribuido aos atomos de hidrogénios do grupo metoxila
(OCHs;). O multipleto observado em 6, 5,05-5,12 e integrado para dois

hidrogénios foi atribuido aos hidrogénios vinila terminais H-9. O simpleto
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em &y 5,54 corresponde ao sinal referente ao hidrogénio da hidroxila
(OH). A multiplicidade esperada para o sinal relativo ao hidrogénio H-8 em
én 5,97 seria um duplo duplo tripleto, o qual deveria apresentar seis picos
em cada metade do multipleto simétrico. No entanto, devido a
sobreposi¢ao de sinais 0 que se observa é um sinal que se assemelha a
quintetos sobrepostos (PAVIA et al., 2010). Apesar da sobreposi¢ao
destes sinais, foi possivel calcular as constantes de acoplamento alilico
Jtrans = 16,8 Hz, Jqs = 10,2 Hz, além da constante de acoplamento J = 6,7
Hz, referente ao acoplamento de H-8 com os hidrogénios vizinhos H-7 Na
regiao de deslocamento quimico caracteristica de hidrogénios aromaticos
foi observado o multipleto em 6, 6,69-6,70 atribuido aos hidrogénios H3 e
H5 e o dupleto em 6y 6,86 atribuido ao hidrogénio H-6. Os dados da
espectroscopia de 'H de RMN estdo em completo acordo com aqueles
descritos na literatura (BERGER e STICKER, 2009).

No espectro de RMN de "*C (Figura 12, pg.83) observa-se que o
numero de sinais presentes no espectro é compativel com a estrutura
desta substancia. Assim, o sinal observado em &. 39,8 foi atribuido ao
carbono metilénico (C-7). O sinal observado em &¢ 55,8 foi associado ao
carbono do grupo metoxila (OCHs;). Os sinais em 6c 115,5 e & 137,8
correspondem aos carbonos sp? C-9 e C-8, respectivamente. Os demais
sinais correspondem aos carbonos do anel aromatico. Salienta-se que
estas atribuicbes dos sinais dos atomos de carbono da estrutura do
eugenol (1) estdo em completo acordo com dados da literatura (BERGER

e STICKER, 2009).
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Uma vez isolado, o eugenol (1) foi utilizado como material de partida
para a sintese dos compostos 2 e 4 (Esquema 4, pg.21). A preparagao do
composto 2 ocorreu via reagcdo de substituicdo nucleofilica bimolecular, na
presenca de hidroxido de sédio, entre eugenol (1) e brometo de propargila
(GROUTAS et al., 2012). No Esquema 5, pg.88, esta apresentada uma

proposta mecanistica para a obtencdo do composto alquilado 2.

OCH3 H,0 OCHg

Esquema 5 - Proposta mecanistica para a obtencdo do composto 2.

Analisando o espetro de massas (Figura 13, pg.87), observa-se que o
pico em m/z 202 & compativel com a formula molecular do composto alquilado
2 (C13H140y).

No espectro de RMN de 'H do composto 2 (Figura 14, pg.88) o tripleto
observado em &y 2,49 e integrado para um atomo de hidrogénio confirmou a
formacao desta molécula. Este sinal foi atribuido ao hidrogénio acetilénico H-12

e possui constante de acoplamento J = 2,4 Hz que corresponde ao
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acoplamento tipico de alcinos terminais a longa distancia. O dupleto observado
em 6y 3,35 e integrado para dois atomos de hidrogénio foi atribuido aos
hidrogénios metilénicos H-7. O simpleto observado em &6y 3,88 foi atribuido aos
atomos de hidrogénios do grupo metoxila (-OCHs). O dupleto observado em 6y
4,73 e integrado para dois atomos de hidrogénios apresentou constante de
acoplamento J = 2,4 Hz e foi atribuido ao hidrogénio H-10. Os valores idénticos
das contantes de acoplamento entre este dupleto e o tripleto atribuido ao
hidrogénio H-12, confirmam o acoplamento a longa distancia dos atomos H-10
e H-12. Observaram-se ainda os sinais compreendidos entre &4 5,06 e 6 5,96,
com atribui¢cdes 5,06-5,12 (m, 2H, H-9); 5,96 (ddts,, 1H, J; = 16,8 Hz, J> = 10,2
9Hz e J3 = 6,7 Hz, H-8), que sao referentes, respectivamente, aos hidrogénios
da ligacao dupla terminal. Na regido de deslocamento quimico caracteristica de
hidrogénios aromaticos foi observado o multipleto em 6, 6,72-6,74 atribuido
aos hidrogénios H3 e H5 e o dupleto em 6, 7,00 atribuido ao hidrogénio H-6.
Para que ndo houvesse duvidas quanto a caracterizacdo desta
substancia, utilizou-se o solvente deuterado CgHgs para a obtencdo de um novo
espectro de RMN de "H (Figura 15, pg.89) a fim de determinar a multiplicidade
dos hidrogénios aromaticos H-3 e H-5 separadamente. Neste novo espectro de
RMN de 'H, observou-se que os sinais compreendidos entre &, 6,52 e 6, 6,57
apresentavam a multiplicidade esperada para cada hidrogénio. Assim, o
dupleto observado em 6y 6,52 foi atribuido ao hidrogénio H-3 e apresentou
constante de acoplamento Jneta = 1,7 Hz; ja 0 duplo dupleto observado em 6y
6,57 foi atribuido ao hidrogénio H-5 e apresentou constantes de acoplamento
Joro = 8,1 Hz € Jnmeta = 1,7 Hz, referente aos acoplamentos deste hidrogénio

com os hidrogénios H-6 e H-3, respectivamente. Estes valores de constantes
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de acoplamento correspondentes ao acoplamento de hidrogénios em posicoes
orto e meta estdo em total acordo com os valores descritos na literatura (PAVIA
et al., 2010). A partir da analise do espectro da Figura 15 (pg.89) foi possivel
identificar a multiplicidade de todos os hidrogénios do composto 2,
esclarecendo assim quaisquer duvidas sobre a sua caracterizagao.

No espectro de RMN de "*C do composto 2 (Figura 16, pg.90) os sinais
em 6¢ 56,9; 6c 75,5 e &¢ 78,7, que foram atribuidos aos carbonos C-10, C-11 e
C-12 respectivamente, também confirmaram a obtencdo do composto 2. Os
outros sinais foram atribuidos de forma similar aos sinais observados no

espectro da molécula precursora 1 (Figura 12, pg.83).
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De forma anéaloga a sintese do composto 2, a preparagao de 4 ocorreu
via reagao de substituicdo nucleofilica bimolecular entre eugenol (1) e o éster
sulfonato 3. O composto 3 foi sintetizado a partir do alcool comercial pent-4-in-
1-ol e caracterizado por técnicas espectroscépicas de RMN de 'H e *C. Os
espectros obtidos para essa substancia estdo apresentados no anexo (Figuras
1e2,pg.155 e 156).

Analisando o espetro de massa do composto alquilado 4 (Figura 17,
pg.93), o pico em m/z 230 esta em total acordo com a formula molecular desta
substancia (C45H4505).

No espectro de RMN de "H do composto 4 (Figura 18, pg.94) o tripleto
observado em &y 1,97 e integrado para um atomo de hidrogénio foi atribuido
ao hidrogénio acetilénico H-14. Este sinal possui constante de acoplamento J =
2,6 Hz, e corresponde ao acoplamento tipico de alcinos terminais a longa
distancia. Em 64 2,04 tem-se um quinteto integrado para dois atomos de
hidrogénio referente aos hidrogénios metilénicos H-11, confirmando assim o
acoplamento destes dois hidrogénios com os atomos vizinhos H-10 e H-12. O
sinal observado em 6y 2,42 e atribuido aos hidrogénios H-12 apresentou-se
como um tripleto duplo com constantes de acoplamento iguais a J; = 7,0 Hz e
Jo = 2,6 Hz, referentes ao acoplamento de H-12 com os hidrogénios H-11 e H-
14, respectivamente. O dupleto observado em 6y 3,34 e integrado para dois
atomos de hidrogénio foi atribuido aos hidrogénios metilénicos H-7. O simpleto
observado em 6, 3,85 foi atribuido aos atomos de hidrogénios do grupo
metoxila (-OCH3). O tripleto observado em 64 4,10 e integrado para dois
atomos de hidrogénios apresentou constante de acoplamento J = 6,3 Hz e foi

atribuido ao hidrogénio H-10. Observam-se ainda os sinais compreendidos

91



entre 64 5,05 e 6, 5,97, com atribuigdes 5,05-5,12 (m, 2H, H-9); 5,97 (ddtsp, 1H,
Jr = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J; = 6,7 Hz, H-8), que séo referentes aos
hidrogénios da dupla terminal H-9 e H-8, respectivamente. Na regido de
deslocamento quimico caracteristica de hidrogénios aromaticos foi observado o
multipleto em 6y 6,70-6,73 atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5 e o dupleto em
616,85 atribuido ao hidrogénio H-6.

No espectro de RMN de *C do composto 4 (Figura 19, pg.95) observa-
se que o numero de sinais presentes no espectro € compativel com a estrutura
desta substancia. Os sinais observados em &c 15,2 e & 28,2, foram atribuidos
ao carbonos metilénicos C-12 e C-11 respectivamente. Ja os sinais em &; 67,5
e em ¢ 83,6, foram atribuido aos carbonos sp C-14 e C-13. O menor
deslocamento quimico observado para o C-14 ocorre em razdo da blindagem
anisotropica provocada pelas ligagées m. Os outros sinais foram atribuidos

conforme o espectro da molécula de eugenol (1) (Figura 12, pg.83).
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Conforme mostrado no Esquema 4 pg.21, os derivados 8 e 9 foram
preparados via reacgao click entre os compostos 2 e 4 e diferentes azidas
benzilicas. As azidas aromaticas foram sintetizadas em duas etapas conforme
a metodologia descrita por BORGATI (2012).

Na primeira etapa os alcoois benzilicos disponiveis comercialmente
foram convertidos nos correspondentes ésteres sulfonatos. Esta reacao
corresponde a uma das estratégias mais utilizadas para transformar um alcool
em um melhor reagente para uma reacgao do tipo Sy2, uma vez que o éster
sulfonato formado possui um melhor grupo abandonador, neste caso o grupo
mesila (CLAYDEN et al., 2001). A reacdo de preparagdo das azidas esta

representada no Esquema 6.
OH OMs

| X MsCI

/ P Eth, CHQClz / =
R R

Onde: Ms = SO,CH3

OH OH OH OH OH OH OH
| A
/ =
R/
F cl Br | NO,
5a 5b 5¢ 5d 5e 5f
OH OH OH OH OH
cl
F Cl
OCHs OCF3 CFs F
59 5h 5i 5§ 5k

Esquema 6 - Reacgao geral de obtencao dos ésteres sulfonatos 6a-6k.
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Na Figura 6, pg.32, encontra-se representadas as estruturas dos ésteres
sulfonatos 6a-6k sintetizados e os correspondentes rendimentos obtidos.

A segunda etapa para a obtencdo das azidas aromaticas consistiu na
substituicdo do grupo mesila dos compostos 6a-6k descritos anteriormente ou
do bromo dos brometos de benzila disponiveis comercialmente, pelo grupo
azida, em uma reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular conforme

representado no Esquema 7.

R N3
| N NaN3 | AN
A DMSO Z

R R/

R'= OSO,CH3 ou *R'=Br
Esquema 7 - Reacgao geral de obtencgao das azidas.

Os ésteres sulfonatos e as azidas sintetizadas conforme apresentado
nos Esquemas 6 e 7 (pg.96 e 97), foram caraterizados por técnicas
espectroscopicas de RMN de 'H e ™C. A descricdio dos dados
espectroscopicos destas substancias se encontra nas se¢des 2.3.3 e 2.3.4
(pg.31 e 39) e os espectros referentes sdo apresentados no anexo (Figuras 3 a
51, p. 157 a 205).

Uma vez preparada as azidas aromaticas e os alquinos 2 e 4, procedeu-
se a preparagao dos compostos triazolicos derivados do eugenol (1).

Os compostos triazolicos 8a-8n foram sintetizados via reacao “click” a
partir do composto alquilado 2 e das azidas aromaticas 7a-7n. No Esquema 8
(pg.98), encontra-se representada a reacdo CuAAC utilizada para a sintese dos

compostos 8a-8n.
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I — N
/
3 Ascorbato de sédio OCH3 \—Ar
EtOH/H,0

Ar = diferentes grupos aromaticos

Esquema 8 - Reagdo CuAAC utilizada para a obtencdo dos compostos

triazoélicos 8a-8n.

No espectro de RMN de 'H do composto 8g (Figura 21, pg.101) o
dupleto observado em 6, 3,31 e integrado para dois atomos de hidrogénio foi
atribuido aos hidrogénios metilénicos H-7. Os simpletos compreendidos entre
b4 3,80 e 6y 3,81 foram atribuidos aos hidrogénios dos grupos metoxila, sendo
o simpleto em 6y 3,80 atribuido ao grupo (-OCH3’) e o simpleto mais
desblindado em 6, 3,81 atribuido ao grupo (-OCH3;). O multipleto observado em
b6y 5,04-5,10 e integrado para dois hidrogénios foi atribuido aos hidrogénios
vinila terminais H-9. Os simpleto em 6y 5,21 e em 64 5,43 correspondem aos
sinais referentes aos hidrogénios metilénicos H-10 e H-7’, respectivamente. O
maior deslocamento quimico observado para os atomos H-7', pode ser
explicado pelos efeitos de anisotropia dos anéis benzénico e triazélico e pela
eletronegatividade do atomo de nitrogénio que retira elétrons por efeito
indutivo. Além disso, uma analise que pode levar a essa conclusao € a
inexisténcia deste simpleto no espectro de RMN de 'H do composto 2 (Figura
14, pg.88), que corresponde a molécula precursora da substancia 8g. O sinal

observado em 6, 5,94 com atribuicdo (ddtsp, 1H, J; = 16,9 Hz, J, = 10,2 Hz e J3
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= 6,7 Hz, H-8) é referente ao hidrogénio H-8 da ligagdo dupla. Na regido de
deslocamento quimico caracteristica de hidrogénios aromaticos observa-se o
multipleto em 6, 6,67-6,70 atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5; o dupleto em &4
6,88 possuindo J = 8,6 Hz e atribuido aos hidrogénios H-3’ e H-5'; o dupleto em
64 6,94 e integrado pra um atomo de hidrogénio atribuido ao H-6; o dupleto em
6y 7,21 com J = 8,6 Hz atribuido aos hidrogénios H-2° e H-6'. A maior
blindagem observada para o sinal atribuido aos hidrogénios H-3’ e H-5" pode
ser justificada pela proximidade destes prétons ao grupo doador de elétrons
metoxila, o qual aumenta a densidade eletrénica nas posi¢cdes orto devido a
deslocalizagcdo de elétrons. Ja os valores idénticos de constantes de
acoplamento J = 8,6 Hz, confirmam o acoplamento em orto do hidrogénio H-2’
com H-3’ e do hidrogénio H-5 com H-6'. O simpleto observado em 64 7,51 e
atribuido ao hidrogénio H-12, corresponde ao sinal mais desblindado devido ao
efeito de anisotropia do anel triazolico e ao efeito retirador de elétrons por efeito
indutivo do atomo de nitrogénio.

No espectro de RMN de *C da substancia 8g (Figura 22, pg.102) o sinal
observado em & 53,7 foi atribuido ao carbono metilénico C-7’. Observam-se
ainda os sinais em: & 55,3 atribuido ao carbono do grupo metoxila (OCH3’); oc
159,9 atribuido ao carbono C-4’; &c 114,4 atribuido aos carbonos C-3'/C-5’; &
129,7 atribuido aos carbonos C-2’/C-6’. Estes valores de deslocamento quimico
estdo em total acordo com valores descritos na literatura e apresentados na

Figura 20 pg.100 (FRESENIUS et al., 1989).
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o) (@) 54,8
b (b) 159,9
¢ (c) 114,11
4 (d) 1295

Figura 20 - Valores descritos de deslocamento quimico para os atomos de

carbono do anisol (FRESENIUS et al., 1989).

O sinal observado em & 126,4 foi atribuido ao carbono C-1'. Os
carbonos do anel triazdlico foram observados em & 122,5 e & 144,7 e
atribuidos aos carbonos C-12 e C-11 respectivamente. O maior deslocamento
quimico observado para o carbono C-11 é justificado pelo efeito de anisotropia
do anel triazdlico e pelo efeito retirador de elétrons do grupo éter proximo a ele.
Os outros sinais foram atribuidos conforme os sinais apresentados no espectro

da molécula precursora 2 (Figura 16 pg.90).
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A fim de avaliar a influéncia do tamanho da cadeia do alcino nas
atividades biolégicas do produto final, os compostos triazolicos 9a-9n foram
obtidos de forma analoga a sintese do compostos 8a-8n. No Esquema 9, esta

representada a reacgéao utilizada para a preparagao destas substancias.

\j

— = N
o/\/\ ArCH,N N

Qs e ey
CuS0,.5H,0 N

Ascorbato de sédio
EtOH/H,0

Ar = diferentes grupos aromaticos

Esquema 9 - Reagdao CUuAAC utilizada para a obtengdo dos compostos

triazolicos 9a-9n.

No espectro de RMN de 'H do composto 9i (Figura 24 pg.105) os
simpletos observados em 6, 5,54 e 64 7,28 e os dupletos em 6, 7,32 e 6, 7,61,
ausentes no espectro de RMN de 'H da molécula precursora 4 (Figura 18
pg.94), confirmaram a obtengao desta substancia. Assim, o simpleto observado
em &y 5,54 foi atribuido ao hidrogénio H-7’, o simpleto mais desblindado em 6y
7,28 foi atribuido ao hidrogénio H-14. O dupleto observado em 6, 7,32 com
constante de acoplamento J = 8,1 foi atribuido aos prétons H-2’ e H-6’; ja o
dupleto em 64 7,61 apresentou constante de acoplamento J = 8,1 Hz e foi
atribuido aos hidrogénios H-3' e H-5. Os valores de constantes de
acoplamento J = 8,1 Hz confirmam o acoplamento em orto de H-2’ com H-3’ e
do hidrogénio H-5 com H-6. O maior valor de deslocamento quimico

observado para o dupleto referente aos hidrogénios H-3' e H-5 é justificado
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pela presenga do grupo trifluorometila, o qual promove a diminuicdo da
densidade eletrénica ao redor das posi¢cdes orto devido ao efeito indutivo
retirador de elétrons.

No espectro de RMN de 'C da substancia 9i (Figura 25, pg.106)
observa-se que o numero de sinais presentes no espectro é compativel com a
estrutura deste composto. Além disso, os sinais em & 123,8 (q, Jor = 270,8
Hz; CF3); 126,0 (9, Jor = 3,8 Hz; C-3'/C-5’) e 130,9 (q, Jcr = 32,5 Hz; C-4'))
apresentaram-se como quartetos devido ao acoplamento desses carbonos com
os atomos de fluor do grupo trifluorometila (CF3). As constantes de
acoplamento (Jcr) estdo em acordo com valores descritos na literatura e

apresentados na Figura 23 (FRESENIUS et al., 1989).

a JC-F
CF3 (a) 271,1Hz
b (b) 32,3Hz

¢ (c) 3,9 Hz
d (d) 1,3 Hz
e (e) ~0Hz

Figura 23 - Valores descritos de constantes de acoplamento 'F-'°C

(FRESENIUS et al., 1989).

Os sinais para os atomos de carbono C-2'/C-6° e C-1’ ndo foram
observados como quartetos uma vez que, conforme mostrado na Figura 23, os
valores das constantes para o acoplamento desses carbonos com o grupo CF3
sao pequenos. Devido a similaridade entre os espectros dos compostos
triazdlicos, os outros sinais foram atribuidos de forma analoga ao espectro de
RMN de C do composto 8g (Figura 22 pg.102) e por isso ndo serdo

discutidos.
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Conforme ja mencionado na introdugdo deste capitulo, a principal
contribuigdo para o aprimoramento da ciclo-adi¢cao 1,3-dipolar de Huisgen foi a
descoberta de que o metal cobre atua como catalisador deste processo.
Desde entdo, além da elevada regiosseletividade, formando exclusivamente o
isbmero 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido, varias vantagens podem ser
destacadas para a reagao de cicloadicdo entre um alcino e uma azida
catalisada por cobre (CUAAC). Uma das vantagens que esta reagao apresenta
€ a robustez em relagcado aos grupos funcionais presentes nos reagentes, ja que
a reacao “click” nao é influenciada pelos efeitos eletrénicos ou estéricos dos
substituintes presentes nesses compostos. Outro ponto a ser considerado é o
acentuado aumento da velocidade reacional, por um fator de 107, em relacéo a
reacao nao catalisada (WU e FOKIN, 2007). Apesar do Cu(l) ser a espécie
envolvida no processo catalisado, as fontes de cobre podem variar entre Cu(l)
e Cu(ll). A desvantagem da escolha do Cu(l) como catalisador & sua
instabilidade sob condi¢des aerdbias, o qual pode ser oxidado para Cu(ll) e/ou
sofrer desproporcionamento para cobre metalico e Cu(ll) no decorrer da
reacdo. Para prevenir a oxidagao desta espécie, as reacdes sao realizadas sob
condi¢bes anaerdbias e anidras ou utilizam-se ligantes estabilizantes como o
tris-benziltriazoliimetilamina (TBTA) (CHAN et al., 2004). Uma alternativa que
se tornou muito pratica e comum para a reacao “click” é a utilizacdo de sais
estaveis de Cu(ll), como o sulfato pentaidratado (CuSO4-5H,0), na presenga
de um agente redutor fraco como o ascorbato de sodio. Essa metodologia
permite que a reacao sofra menor interferéncia do oxigénio atmosférico e nao
requer a necessidade de utilizacdo de ligantes ou aditivos. A presenga do

ascorbato de sédio se faz essencial, pois garante que qualquer cobre oxidado
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seja convertido em espécies de cobre cataliticamente ativas, ou seja espécies
de cobre que apresentem estado de oxidagao +1. A utilizagédo da agua como
solvente também apresenta vantagens e se torna fundamental para esta
reagcao, pois além de se ser um solvente benigno, universal, que dissolve os
sais inorganicos de Cu(ll) e o ascorbato de sodio, € capaz de preservar o
acetileto de cobre em seu estado reativo quando o mesmo € formado in situ
(HEIN e FOKIN, 2010).

A investigacdo mecanistica para reagbes que envolvem cobre como
catalisador é particularmente dificultada devido ao elevado potencial de
oxidacgao, tendéncia de formacgao de complexos polinucleares e a facilidade de
trocas de ligantes que este metal apresenta. Apesar dessas complicagdes, a
catalise de cobre tem sido empregada com sucesso em uma variedade de
métodos, incluindo mais recentemente, as reacgdes “click”. No entanto, devido
aos desafios mencionados anteriormente, varias propostas mecanisticas ja
foram relatadas para essa reagdao, mas em nenhuma delas ha um mecanismo
totalmente elucidado. O mecanismo atualmente aceito para a reagao CuAAC
foi proposto por WORRELL e colaboradores (2013) e foi corroborado por
estudos tedricos anteriormente estabelecidos. A partir de experimentos simples
e dedutivos, os pesquisadores propuseram um mecanismo que necessita de
dois atomos de cobre equivalentes dentro do complexo ativo da cicloadicdo,
que atuam em conjunto para a formagao regiosseletiva de 1,2,3-triazol-1,4-
dissubstituido. Na Figura 26 pg.109, temos a representacéo do ciclo catalitico

da proposta mecanistica atualmente aceita.
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Figura 26. Proposta de ciclo catalitico para a reagdo CuAAC.

A primeira etapa do ciclo catalitico consiste na complexacdo entre a
primeira espécie de Cu(l) e o alcino terminal. Com a formagéo deste complexo,
o pKa do alcino terminal reduz para 9,8 o que possibilita a sua desprotonagao
em meio aquoso e a sua complexagdo com a segunda espécie de Cu(l),
levando assim a formacdo do complexo acetileto de cobre. Na etapa
subsequente, o acetileto de cobre se complexa com a azida gerando o
complexo azida-acetileto. Neste intermediario, o cobre tem um efeito sinérgico
pois torna o nitrogénio terminal da azida mais eletrofilico e o carbono -
vinilidénico do alcino mais nucleofilico, o que favorece a formacdo do
intermediario ciclico denominado metalociclo. Esta etapa é endotérmica e
define a regiosseletividade da reagdo, pois possui energia de ativagado de 15

kcal mol™ que € menor que a energia de ativagao para a reagao nao catalisada,
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26 kcal mol™. Esta diferenga entre as energias de ativagao também explica o
grande aumento de velocidade desta reagdo em relacdo a reagado nao
catalisada (MELDAL e TORN®E, 2008). Na etapa seguinte, ocorre a contracao
do anel por uma associagao transanular do par de elétrons nao ligantes do
nitrogénio terminal da azida com o orbital antiligante do carbono ligado aos
atomos de cobre (FREITAS et al., 2011). Tem-se assim a formac¢do de uma
ligacao efetiva entre estes atomos e a obtencgao do triazoila de cobre. Na ultima
etapa do ciclo-catalitico ocorre a protonacdo do intermediario triazolidio
levando assim a formagao do produto triazol 1,4-dissubstituido e a regeneracao
do catalisador.

Tendo assegurado a obtencado de 27 compostos triazélicos derivados do
eugenol (1) procedeu-se a avaliacdo de suas atividades citotoxicas e

leishmanicida (Capitulos 3 e 4).
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS
DERIVADOS DO EUGENOL CONTENDO NUCLEOS 1,2,3-
TRIAZOLICOS

3.1 INTRODUGAO

O céncer é uma das mais antigas doencas enfrentadas pela
humanidade. Ela foi diagnosticada como uma das principais causas de
mortes no século XX e vem difundindo-se de forma continua e
aumentando sua incidéncia no século XXI (BALANCHANDRAN e
GOVINDARAJA, 2005).

Sua denominacgao esta associada a um conjunto de mais de 100
doencgas que tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de
células anormais que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se
(metatase) para outras regides do corpo. Devido a rapida divisdo celular,
estas células podem se tornar muito agressivas e incontrolaveis,
determinando assim a formacdo de tumores ou neoplasias malignas
(INCA, 2014).

A origem do cancer ocorre por condigdes multifatoriais externas ou
internas ao organismo, que podem agir em conjunto ou em sequéncia
para iniciar ou promover o processo de carcinogénese.

Dentre os canceres atualmente conhecidos, 80% a 90% estao
associados a fatores ambientais, sendo alguns destes bem conhecidos

como, por exemplo, o cigarro que pode causar cancer de pulméao, a
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exposicao excessiva ao sol que pode causar cancer de pele e alguns
virus que podem causar leucemia (INCA, 2014).

Dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) apontam que o
envelhecimento da populagao indica um aumento na expectativa de vida
no Brasil e, com isto, a maior incidéncia de doencgas crdénico-
degenerativas, dentre elas o cancer, o qual se encontra como a segunda
causa de morte no pais e no mundo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A estimativa para o ano de 2014, que também é validada para o
ano de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil
novos casos de cancer no Brasil. Em homens, os tipos mais incidentes
serdo os canceres de prostata, pulmdo, colon e reto, estbmago e
cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, colon e reto, colo do utero,

pulmao e glandula tireoide (Figura 1) (INCA, 2014).

Localizacao primaria casos % Localizacao primaria casos %

Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Puimao 16.400 5,4% 7, Colone ﬁeto 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% r{ Colo do Utero 15.590 5,7%

Estomago 12.870 4.3% &‘ Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3.7% l“f Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Esdfago 8.010 2,6% | l Estémago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% u! Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2.2% \ .: Ovario 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% “w Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% k Leucemias 4.320 1,6%

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2014). Estimativa 2014: Incidéncia de cancer no Brasil.

Figura 1 - Tipos de cancer mais incidentes, projetados para 2014/2015, na

populagao brasileira.

Investigacbes cientificas multidisciplinares tém sido conduzidas
com grandes esforgos para combater esta doenca. No entanto, a cura
ainda nao foi alcangcada (BALANCHANDRAN e GOVINDARAJA, 2005).
Sendo assim, os principais tipos de tratamento empregados para o cancer
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baseiam-se, de forma geral, na associagdo da ressecg¢ao cirurgica dos
tumores ao tratamento radioterapico, e a quimioterapia (COSTA-LOTUFO
etal., 2010).

No que tange a quimioterapia, sao utilizados compostos quimicos
denominados quimioterapicos que possuem como objetivo primario a
destruicdo das células neoplasicas (células cancerigenas) e a
preservacgao das células saudaveis (DE ARAUJO, 2012).

Dentre os diversos medicamentos quimioterapicos introduzidos nas
ultimas décadas, a maioria (60%), tem sua origem nos produtos naturais.
Como exemplo, mencionam-se os quimioterapicos vimblastina (Velban®),
vincristina (Oncovin®), paclitaxel (Taxol®); podofilotoxina, etoposideo

(Etopophos®) e a camptotecina (Figura 2) (COSTA-LOTUFO et al., 2010).
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Figura 2 - Estruturas de alguns quimioterapicos originarios de plantas e

empregados no tratamento do cancer.

Apesar da introdugcao de diversos farmacos no arsenal terapéutico

contra o cancer, a quimioterapia apresenta diversos problemas dentre os
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quais se destacam os efeitos colaterais como diarréia, voémito, fraqueza,
queda de cabelo, tonteiras; e a resisténcia intrinseca ou adquirida de
diversos tipos de cancer aos agentes quimioterapicos (HUANG et al.,
2003). Devido a estes fatores, a busca pelo desenvolvimento de novos
quimioterapicos, mais especificos e eficientes continua sendo prioridade
de investigagao de diversos pesquisadores.

Conforme apresentado no Capitulo 1, varias sdo as atividades
bioativas descritas para a molécula de eugenol (1) (Figura 4, pg.5), dentre
elas encontram-se a atividade antiproliferativa, o mecanismo molecular de
indutor de apoptose no melanoma e a agéo citotdxica contra varias
linhagens celulares de tumores humanos.

Yoo e colaboradores (2005) investigaram o efeito da atividade
antiproliferativa de eugenol contra as linhagens de células leucémicas U-
937, HL-60, HepG2, 3LL Lewis e SNU-C5, e obtiveram valores de ICsg
iguais a 39,4, 23,7, 118,6, 129,4 e 89,6 uymol L™, respectivamente. Estes
resultados foram considerados promissores e demostraram que o eugenol
deve ser considerado uma substancia de interesse investigativo para fins
quimioterapicos.

Dentro deste contexto, avaliou-se o efeito citotoxico dos compostos
triazolicos derivados do eugenol, 8a-8n e 9a-9n (Figura 4, pg.22), contra
as linhagens HL60 (leucemia mieloide aguda - LMA), Nalm6 (leucemia

linfoide aguda derivada de célula B) e B16F10 (melanoma murino).
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3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Generalidades

O ensaio de avaliagdo da citotoxicidade dos compostos triazélicos
derivados do eugenol 8a-8n e 9a-9 (Figura 4, pg.22) foi realizado em
colaboracdo com o estudante de doutorado Raoni Pais Siqueira, os
estudantes de graduacdo Victor Hugo Sousa Gongalves e Higor Sette
Pereira e o professor Dr. Gustavo Costa Bressan do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFV.

As linhagens de células de leucemia utilizadas nesta investigacao
foram HLG0 (leucemia mieloide aguda - LMA) e Nalm6 (leucemia linfoide
aguda derivada de célula B). Investigou-se também a atividade citotéxica
dos compostos frente a linhagem de melanoma B16F10 (melanoma
murino). As linhagens leucémicas foram cedidas pelo Laboratério de
Biologia Molecular do Centro Infantil Boldrini e pelo Laboratério de
Imunologia Molecular do Centro Integrado de Pesquisas Onco-
hematoldgicas na Infancia (Campinas, Brasil). Ja a linhagem B16F10 foi
gentilmente fornecida pela professora Dr. Anésia Aparecida dos Santos
do Departamento de Biologia Geral da UFV. As células foram cultivadas
em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(LGC Biotecnologia), 100 g/mL de estreptomicina, 100 unidades/mL de
penicilina, pH 7,2, a 37 C e sob atmosfera de 5% de CO,. Todo o
procedimento de cultivo foi realizado em condicbes assépticas, em capela

de fluxo laminar com lampada ultravioleta e utilizando material estéril.
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3.2.2 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

As atividades citotdéxicas dos compostos triazélicos foram avaliadas
segundo o meétodo MTT. Este método consiste em uma analise
colorimétrica baseada na conversao do sal amarelo brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) no produto de coloragéo azul
formazan (Figura 3), pela atividade da enzima succinildesidrogenase
presente na mitocéndria e no citoplasma da célula viavel, permitindo
dessa maneira quantificar a porcentagem de células metabolicamente

ativas (BERNAS E DOBRUCKI, 2002).
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Figura 3 - Conversao do sal MTT no produto formazan.

Para realizacdo de um screening prévio da citotoxicidade dos
compostos triazolicos derivados do eugenol escolheu-se a linhagem
HL60. As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 completo em
placa de 96 pogos, a uma densidade de 50.000 células por pogo. Cada
poco continha 100 mL de meio de cultura e 100 pyL de diferentes
concentracdes de cada composto (100, 50 e 25 pmol L™"). Apds 48 h de
cultura, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdélio) (MTT) (5

mg/mL, Sigma) foi adicionado aos pogos (3 h, 37 C).

122



As placas foram centrifugadas a temperatura ambiente durante 30
min a 500 g, seguida da remoc¢ao da solugdo de MTT e adigdo de 100
pL/pogo de DMSO (Sigma) para solubilizar o formazan. A absorvancia foi
medida a 540 nm em um leitor de microplacas (Sinergia HT, Biotek). Os
resultados foram normalizados considerando as culturas sem adigdo dos
compostos que foram avaliados (0,4 % DMSO). Cada procedimento
experimental foi realizado em triplicata.

Os compostos que mostraram atividade citotoxica significativa
neste screening prévio foram, entdo, submetidos a ensaios para a
determinacao do parametro ICxg (i.e. concentragdo do composto que inibe
o crescimento de 50% das células). Nesta etapa utilizaram-se as
linhagens HLG60 e Nalm6 na densidade 50.000 células por pogo, além da
linhagem B16F10 na densidade 10.000 células por pogo. Cada um dos
compostos foi avaliado em sete concentragdes diferentes (200, 150, 125,
100, 75, 50 e 25 umol L") e por 48 h de incubacdo. Os demais
procedimentos foram realizados conforme descrito no paragrafo anterior.
Para realizagdo do calculo do ICsq foi utilizado o programa GraphPad

Prism (GraphPad Software Inc.).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos triazdlicos foram inicialmente avaliados contra a
linhagem de células leucémicas HL60. Esta linhagem foi tratada com
diferentes concentragdes dos compostos (100, 50 e 25 uM), por 48 horas.
Os testes foram realizados em ftriplicata e os resultados obtidos para a
viabilidade celular estdo apresentados na Tabela 1 (pg. 124) e no Grafico

1(125),
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Tabela 1- Viabilidade (%) dos compostos triazélicos derivados do eugenol
sobre as células leucémicas humana da linhagem HL60, apds 48 horas
de exposi¢cdo aos compostos (médiatdesvio padrao).

Composto Concentragoes dos compostos
25 pmol L™ 50 pmol L 100 uymol L™
8a 75,92+16,21  77,73+12,22 69,65+9,62
8b 67,98+13,09  64,12+3,08 54,89+11,22
8c 75,25+3,53  76,87+11,19 83,68+6,07
8d 75,72+1,83 81,12+2,81 82,68+9,84
8e 78,23+6,39  81,57+12,93  86,54+18,31
8f 74,31+3,11 72,03+1,53 78,63+0,40
8g 71,78+9,36  74,76+12,12 78,80+3,64
8h 86,84+16,65  76,06+6,68 73,70+16,80
8i 79,77+1,55 80,68+7,02 77,1046,15
8j 68,303,52 76,56+7,11 85,27+6,59
8k 69,16+2,10  90,31+13,28  106,54+6,84
8l 75,44+0,93 69,01+1,47 71,34+3,63
8m 85,0816,67  78,78+7,39 77,1324,65
8n 82,38+0,52 79,88+0,07 18,9315,30
9a 79,44+9,18 80,6613,27 20,85+7,92
% 84,64+11,17  81,15+7,69 38,24+4,95
9 75,67+1,30  76,62+2,09 12,39£3,79
od 79,77+21,94  79,58+12,48 82,13+8,98
9e 88,20£16,48  87,13+15,32 13,04+3,80
of 74661560  81,99+3,95 39,62+5,36
99 87,93+19,11  87,50+16,95  89,80+12,08
%h 93,03+8,93 88,5418,41 19,8815,20
9 85,09+20,36  79,39+9,67 84,12+15,99
9j 76,27+7,42 70,58+5,84 77,09+3,30
ol 80,39+10,62  64,95+9,08 27,88+6,49
9m 93,92+10,74  90,74%5,61 88,74+2,32
9n 93,03+8,93  88,54+8,41 19,88+5,19
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Grafico 1 - Efeito citotéxico dos compostos triazdlicos derivados do

eugenol sobre a linhagem HLGO.

A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 1
(pg.124) e no Grafico 1 (pg.125) mostrados anteriormente, verificou-se
que os compostos 8n, 9a, 9c, 9e e 9n (Figura 4) apresentaram valores
iguais ou inferiores a 20% de células viaveis para a concentragcado de 100

pmol L.
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Figura 4 - Compostos triazolicos mais ativos contra a linhagem HL60 na
concentragdo 100 pmol L.
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Devido ao efeito citotdoxico mais pronunciado para estas
substancias, elas foram consideradas promissoras e tiveram suas
atividades citotoxicas avaliadas contra as linhagens celulares HL60,
Nalm6 e B16F10 para determinagao do ICsp. As linhagens celulares foram
tratadas com diferentes concentragbes dos compostos (200, 150, 125,
100, 75, 50 e 25 pymol L") por 48 horas e foram realizadas em triplicata.
O teste realizado contra a linhagem B16F10 foi considerado inconclusivo
e por este motivo nao foi possivel determinar os valores de ICsq para os
compostos investigados. Para as linhagens de célula HL60 e Nalm6 os

resultados de ICso foram obtidos e estao apresentados na Tabela 2. .

Tabela 2 - Valores de ICso (umol L") obtidos para as linhagens de célula
HL60 e Nalm6 tratadas com os compostos 8n, 9a, 9c, 9e, 9n.

ICso (umol L)

COMPOSTO HL60 Nalmeé
8n 70,74+0,269 66,30+3,451
9a 75,834,752 85,59+2,913
9c 74,61£2,171 NA
9e 74,54+6,554 NA
9n 77,964,815 76,670,368

ICs0: concentragdo dos compostos requerida para inibir 50% da viabilidade celular, determinada
apos 48h de tratamento continuo.
(NA) Compostos néo ativos contra as linhagens estudadas.

Comparando-se os valores de ICsy apresentados na Tabela 2,
observa-se, como tendéncia geral, que a linhagem mieloide (HLG60)
apresentou maior sensibilidade aos compostos em relagdo a linhagem

linfoide (Nalm6). Além disso, observa-se que dos cinco compostos mais
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ativos, quatro possuem como caracteristica estrutural comum o tamanho
da cadeia carbbnica lateral do anel triazélico, que € comparativamente
maior que a do composto 8n.

Para a linhagem HLG60, verifica-se que todos os compostos foram
capazes de inviabilizar o crescimento das células leucémicas
apresentando valores de ICsy abaixo de 100 pmol L. No entanto, dentre
0os cinco compostos investigados, o composto 8n foi o mais promissor,
destacando-se por apresentar maior efeito citotoxico.

Para a linhagem Nalm6, observa-se que os compostos mais ativos,
8n e 9n, possuem como caracteristica estrutural comum a presenca do
grupo 3-bromofenila. Em contrapartida, observa-se que o composto 8n, o
qual apresentou maior atividade citotoxica, apresenta menor comprimento
da cadeia que conecta a porgdo derivado do eugenol e a porgao
triazdlica. A caracteristica dos compostos de formarem cristais e/ou
precipitados em meio aquoso, provavelmente alterou a disponibilidade
dos mesmos no meio de cultura RPMI e dessa forma interferiu na acao
dos compostos sobre as células das linhagens utilizadas. Devido a este
fato, além da baixa solubilidade observada para todos os compostos, a
menor polaridade do composto 9n, comparada ao 8n, pode ter sido um
fator relevante para a obtencdo de uma menor citotoxicidade desta
substancia frente a esta linhagem.

A representacao grafica do perfil de dose-resposta dos compostos
investigados esta representada nas Figuras 5 e 6 (pg.128 e 129)

apresentadas a seguir.
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Figura 5 - Perfil de dose-resposta dos compostos 8n, 9a, 9c, 9e, 9n na
viabilidade de células HLG60.
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viabilidade de células Nalm6.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DOS
DERIVADOS DO EUGENOL CONTENDO NUCLEOS 1,2,3-
TRIAZOLICOS

4.1. INTRODUCAO

A leishmaniose, também conhecida como calazar indiano, botéo
do oriente, ferida brava e Ulcera de Bauru € uma doenca infecciosa
causada por protozoarios do género Leishmania, que possuem CoOmo
hospedeiro vertebrado tanto o homem quanto animais domésticos e
selvagens como roedores, caninos e os marsupiais (Gil et al., 2008).

Esta doencga é considerada um dos maiores problemas de saude
publica de paises em desenvolvimento. Atualmente, encontra-se entre as
endemias consideradas prioritarias no mundo, sendo citada em 98 paises
e territérios, acometendo 12 milhdes de pessoas, sendo que 350 milhdes
estdo expostas a infeccao (LIMA, 2014).

No Brasil, a leishmaniose atinge 19 estados sendo que mais de
90% dos casos humanos da doenga concentra-se na regidao Nordeste,
devido principalmente as caracteristicas econémicas e culturais dessas
populagdes. Entretanto, nos ultimos anos as regides Centro-Oeste, Norte
e Sudeste também adquiriram uma dimensao significativa desses casos
(MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

Véarias sdo as manifestacbes clinicas desta doenca, podendo

agredir a pele, as mucosas e as visceras (Figura 1, pg.133). Dependo da
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viruléncia da espécie infectante, suscetibilidade do hospedeiro e co-
infeccbes, podem ser divididas em quatro grupos principais (Gil et al.,
2008), sendo eles:

i) Leishmaniose visceral ou Calazar: a forma mais grave, sendo
sistémica pode atingir figado, bago e medula 6ssea, levando o paciente a
morte.

ii) Leishmaniose cuténea: caracteriza-se por ulceras cronicas na
pele, desenvolvidas no local da picada do inseto vetor.

iii) Leishmaniose cutédnea difusa: caracteriza-se por ulceras
crbnicas e disseminadas na pele, com aspecto hanseniforme e muito
dificeis de curar. Estas lesées multiplas contém um grande numero de
parasitos e sdo causadas pela Leishmania amazonensis.

iv) Leishmaniose mucocutanea: caracteriza-se por ulceras crénicas
similares a forma cutanea, porém tendem a reaparecer mesmo apos
cicatrizagdo em mucosas do nariz e da boca, em geral associadas a
infeccbes secundarias levando a destruicdo de grandes extensbes de

tecido, podendo ser extremamente mutilantes.

Figura 1 - Formas clinicas da leishmaniose humana.

133



Todas as espécies do género Leishmania possuem duas diferentes
formas evolutivas em seu ciclo vital, que sdo as formas promastigotas, de
vida extracelular no inseto, e as formas amastigotas, que se desenvolvem
no interior dos macrofagos dos hospedeiros vertebrados.

A infeccdo do hospedeiro invertebrado ocorre quando a fémea do
inseto transmissor (vetor biolégico), dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia, pica um vertebrado infectado durante o repasto sanguineo e,
juntamente com o sangue, ingere macrofagos parasitados. Durante o
trajeto pelo trato digestivo, os macréfagos se rompem liberando as
amastigotas que se transformam em promastigotas, multiplicam-se ainda
no sangue ingerido que é envolto por uma membrana quitinosa,
denominada membrana peritrofica, secretada pelas células do estdmago
do inseto. Apos a digestdo do sangue, a membrana peritréfica se rompe e
as formas promastigotas ficam livres, dividem-se intensamente e
transformam-se em promastigotas metaciclicas sem a capacidade de
divisdo binaria, migrando entdo para a probdscida do inseto. Com a
probdscida bloqueada pelas Leishmanias, o inseto tem dificuldade de se
alimentar e, quando pica, regurgita os parasitos para o interior da pele do
hospedeiro vertebrado, inoculando-os no local da picada, ocorrendo
assim a transmissdo. Os flagelados inoculados séo fagocitados por
macréfagos teciduais do hospedeiro formando, assim, o vacuolo
parasitéforo. Rapidamente os promastigotas diferenciam-se em
amastigotas e multiplicam-se no interior destes vacuolos, até que o
macrofago se rompe, liberando amastigotas no tecido, sendo novamente

fagocitadas, iniciando no local um novo ciclo intracelular e causando,
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assim, as leishmanioses (SILVA-LOPEZ, 2010). A Figura 2 ilustra o ciclo
de transmisséo da Leishmania spp. desde o repasto sanguineo do vetor
até o desenvolvimento da doenca.

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos

o Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudavel

(injetando com sua saliva 9 Mo organismo os
o protozoarios na forma de p igota) p ig sdo
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e

macrofagos
migram para a faringe -
do inseto

W

~

Amastigotas se transformam em
promastigotas

by
© 080"

e N ~ﬁi~.

o

Promastigotas se
transformam em
amastigotas dentro de

macrofagos A

Amastigotas se
multiplicam dentro da
células por divisdo

® bindria (incluindo
Ingestdo de células ‘@;@ ma_cr 6fagos) em varios
parasitadas : tecidos A
o Flebotomineo ingere
sangue com macrofagos
SR 3 infectados com
A= Estagio infeccioso armastgotas

A= Fase de diagndstico

Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html. Acesso: 29 de
junho de 2015.

Figura 2 - Ciclo de transmissao de Leishmania ssp.

O tratamento da leishmaniose através da quimioterapia € baseado
na utilizacdo de medicamentos que possuem metais pesados toxicos,
conhecidos como antimoniatos pentavalentes (Sb°*). Entre eles, o
antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de soédio
(Pentostan®) (Figura 3 pg.136), tém sido utilizados no tratamento das

leishmanioses humanas desde o inicio do século XX e continuam sendo
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as drogas de escolha para a doenga cutdnea e visceral (CHAN-

BACABAND e PENA-RODRIGUEZ, 2001).

e N
(|:H2NHCH2+ CH,OH (l:HZOH
H—(|:—OH HOH(I: CHOH
|
HO—C—H HCO_ OH (o} OCH
OH),Sb,0" | | | Nas.9H,0
H—(|3—OH (OH)2Sb, < C|2H0>Sb—O—Sb—\O(|'JH s
H—?—OH cleo OCH
|
CH,OH Coo coo
g 4
Glucantime Pentostam

Figura 3 - Estrutura dos quimioterapicos antimoniatos pentavalentes.

No Brasil, o medicamento antimonial de escolha é o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) o qual, se administrado de forma continua e
com posologia adequada, é eficaz no tratamento das leishmanioses. Por
sua vez, baixas dosagens e tratamentos descontinuos levam a falhas na
terapia e ao aparecimento de formas resistentes (RATH et al., 2003).

Além da elevada toxicidade, dificuldades de administracdo e alto
custo, os antimoniais pentavalentes, apresentam graves efeitos colaterais
que incluem mialgia, artralgia, aumento sérico das enzimas hepaticas,
pancreatite, disfungdo gastrintestinal, dores musculares difusas,
enrijecimento das articulagdes, arritmias, pancitopenia, insuficiéncia renal
reversivel e cardiotoxicidade (SILVA-LOPEZ, 2010).

A anfotericina B e a pentamidina (Figura 4, pg.137) tém sido as
drogas alternativas nos casos de resisténcia aos antimoniais. Estes
medicamentos sao de administracao injetavel e necessitam de supervisao

clinica ou hospitalizacéo, devido a severidade dos efeitos colaterais. Além
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disso, estes farmacos nao possuem um indice terapéutico favoravel

(CHAN-BACABAND e PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Anfotericina B NH,
O~ 0©
H2N\H/©/ \©WNH2
NH NH
Pentamidina

Figura 4 - Estruturas dos quimioterapicos Anfotericina B e Pentamidina.

Todos os farmacos disponiveis atualmente sdo de administragao
parenteral, o que exige colaboragao dos pacientes, e infelizmente, muitos
abandonam o tratamento, fator que favorece o aparecimento de cepas
resistentes (SILVA-LOPEZ, 2010).

O tratamento da leishmaniose ndo é considerado satisfatorio em
termos de efetividade e toxicidade. A resisténcia as drogas ja existentes e
a sensibilidade de diferentes cepas as mesmas também dificultam o
tratamento (OSORIO et al., 2007).

Considerando as dificuldades de tratamento e a auséncia de
vacinas contra a leishmaniose, ha urgéncia na busca de novas drogas
terapéuticas mais efetivas, de baixo custo e com reagdes adversas menos

agressivas, para substituir ou suplementar aquelas ja em utilizag&o.
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Devido a essa necessidade, atualmente, o desenvolvimento de
medicamentos leishmanicida, segue trés linhas, sendo elas: a exploragao
das vias metabdlicas do parasita para encontrar alvos e desenvolver
compostos sintéticos; o estudo de outras drogas que ja estdo no mercado
com a atividade leishmanicida até entdo desconhecida (por exemplo,
medicamentos contra o cancer), e, o foco sobre a utilizagdo de plantas
medicinais como fonte de moléculas anti-protozoarios (DE MORAIS et al.,
2014).

Dentro deste contexto, avaliou-se a atividade leishmanicida dos
compostos triazolicos derivados do eugenol, 8a-8n e 9a-9n (Figura 4,
pg.22), uma vez que, conforme apresentado no Capitulo 1, o eugenol (1)

possui acao leishmanicida confirmada e documentada na literatura.

4.2, MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Generalidades

O ensaio de avaliagdao da atividade leishmanicida dos compostos
triazolicos derivados do eugenol foi realizado em colaboragdao com o Dr.
Wallace Pacienza Lima no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho

(IBCCF), na Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ.

4.2.2. Parasitos

Neste trabalho foi utilizada a Leishmania amazonensis (cepa
WHOMY/BR/75/Josefa) transfectada com o gene da proteina fluorescente
verde (green fluorescent protein - GFP) (ROSSI-BERGMANN et al, 2000).

Os parasitos foram mantidos em cultura axénica na forma promastigota a
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26 °C em meio M199, adicionado de 20 pg/mL de sulfato de gentamicina
(Schering-Plough), 25 mM de HEPES (Sigma, USA), 0,1 mM de hemina
(Sigma, USA), 10% de soro fetal bovino inativado (HIFCS, Cultilab, BR) e
2% de urina humana (previamente centrifugada a 1500 g/4°C/10min, e
esterilizada em filtro de seringa) como fonte de hipoxantina. Os parasitos
foram mantidos através de duas passagens semanais até o maximo de
dez passagens, para evitar perda de infectividade. Os parasitos foram
utilizados na fase estacionaria de crescimento, rica em formas

metaciclicas infectantes.
4.2.3. Avaliacao da atividade antipromastigota

Promastigotas de L. amazonensis GFP (2x10° Leishmania/mL)
foram cultivadas na presenca de variadas concentragées [0,1; 1; 10; 100
MM] dos 27 derivados do eugenol por 72h e a viabilidade celular foi
avaliada por Alamar Blue. O calculo do ICsy foi feito por analise de

regressao logaritmica realizada no GraphPad Prism 5.0.
4.2.4. Animais

Para obtencdo de macrofagos peritoniais, foram utilizados
camundongos da linhagem BALB/c, originaria do Biotério do Laboratério
de Imunofarmacologia da UFRJ, em mini-isoladores com ar filtrado, agua
e maravalha autoclavadas e ragdo comercial. Os animais foram utilizados

com idade aproximada de 6-8 semanas e peso de 15-20 g.
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4.2.5. Obtengcao de macréfagos peritoneais

Apos sacrificio por inalagdo de isofurano, 5mL de meio DMEM
(Sigma) gelado foram injetados no peritdbnio dos camundongos. Apods
massagem do local e aspiragdo, as células peritoneais foram distribuidas
em placas de 24 pogos com laminplas de vidro ou LAB-TEK de 8 pocgos a
2x10° células/poco, em meio DMEM+5% HIFCS, em um volume de 0,3
mL/pogo. As placas foram mantidas em estufa de 37°C/5%CO; por 1-2 h
para garantir a aderéncia dos macrofagos. As células ndo aderentes
foram removidas por lavagem com PBS a 37 °C, e os macréfagos foram
entdo infectados e submetidos aos ensaios de LDH, conforme descrito

adiante.

4.2.6. Avaliagcao da atividade antiamastigota intracelular

Os macréfagos obtidos como descrito no item 4.2.5 foram
infectados com promastigotas de L. amazonensis-GFP, em uma razao de
10 promastigotas por macrofago, por 4h a 34 °C. Apdés o tempo de
infeccao, a cultura foi lavada trés vezes com PBS morno e incubada com
diferentes concentragbes das formulagdes em teste. Apdés 48h a
37°C/5%CO0O,, a carga parasitaria na cultura foi avaliada por coloragcao
Pandtica, seguido de contagem direta de parasitos/macréfagos de pelo
menos 100 amastigotas/cultura. O calculo do IC50 foi feito por analise de

regressao logaritmica realizada no GraphPad Prism 5.0.
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4.2.7. Avaliacao da citotoxidade por liberagcdo de Ilactato

desidrogenase (LDH)

Este método se baseia no fato da LDH ser uma enzima citosodlica
liberada pela célula durante sua lise, presente em células de mamiferos,
mas nao em Leishmania (LEELAYOOVA et al, 1992). Nas condi¢gbes do
ensaio, a LDH catalisa a conversao do piruvato para lactato, enquanto o
NADH é oxidado para NAD". Ao final de 48h de cultura dos macréfagos
infectados e tratados, foi dosado o teor da LDH liberada nos
sobrenadantes (KORZENIEWSKI e CALLEWAERT, 1983). A dosagem
colorimétrica da densidade otica (DO) foi feita usando espectrofotdmetro
de microplaca (Molecular Devices E-max, EUA), no comprimento de onda
de 490nm utilizando um kit comercial (Labtest, Brasil) cujas instrugbes do
fabricante foram adaptadas para uso em microplacas. Para a obtencao de
lise maxima, as células foram tratadas com Triton X-100 (Sigma) 0,1% ao
final de 48h, e para lise minima, foram utilizados o sobrenadante de
células cultivadas na auséncia de farmacos. O calculo do CC50 foi feito
por analise de regressao logaritmica realizada no GraphPad Prism 5.0.

A lise especifica foi calculada como se segue:

% lise especifica = _(DO liberacdo teste — DO liberacdo basal) x 100

(DO liberagao maxima — DO liberagao basal)

4.2.8 Producgao de 6xido nitrico

Os macréfagos obtidos como descrito no item 4.2.5 foram
infectados com descrito no item 4.2.6 ao final de 48h de cultura dos

macrofagos infectados e tratados ou cultivadas com IFNy (1 ug/mL), os
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sobrenadantes foram coletados para a dosagem da producédo de éxido
nitrico pelo método modificado de Griess (BREDT e SNYDER, 1994) e a
densidade otica foi avaliada usando espectrofotometro (Bio-Tek
Powerwave XS) no comprimento de onda de 570 nm. A quantidade de
nitrito acumulada foi calculada através de uma curva padrdo com varias

concentragdes de nitrito de sédio (NaNO;) 0-50M.

4.2.9. Ensaio de Viabilidade Celular (Alarme Blue)

Inicialmente, as formas promastigotas de L. amazonensis (2x10°
Leishmania/mL) foram cultivadas na presenga de concentragdo variadas
dos vinte e sete compostos triazolicos derivados do eugenol [0,1; 1; 10;
100 umol L™ por 72h e a viabilidade celular foi avaliada por Alamar Blue.
Anfotericina B foi utilizada como controle positivo nos testes anti-
promastigotas por ser altamente ativa, com auséncia total de
promastigotas nos pogos de maiores concentragdes em apenas 24 apos a
incubacdo com o farmaco. A Figura 5 mostra de maneira simplificada o
protocolo utilizado para avaliagdo das atividades antipromastigostas dos

derivados do eugenol 8a-8n e 9a-9n (Figura 4, pg.22).

Esquema do Protocolo:

l 72 horas | 3 horas |

Promastigotas de L.
amazonenses GFP tratadas com:
Anfotericina B
2T derivados do eugenol

Adicdo do Alamar Blue Leitura da Fluorescéncia
570 nm de excitagdo e de
emissdo 585 nm

Figura 5 — Esquema simplificado do protocolo utilizado para avaliar a

atividade antipromastigota de derivados triazélicos do eugenol.
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O ensaio colorimétrico avaliado por Alarme Blue, o qual representa
um método simples e quantitativo de medida para a proliferacéo celular,
viabilidade e citotoxicidade, consiste na utilizacdo do corante indicador
denominado resazurina. A resazurina € uma sustancia azul, ndo toxica,
soluvel em agua e que muda de cor devido a atividade celular. As
enzimas produzidas por ceélulas que crescem ativamente convertem
resazurina a sua forma rosa fluorescente, resorufina (Figura 6). A
producao de resorufina & proporcional a atividade metabdlica da célula.
Embora esta mudanga de cor seja visivel, geralmente é monitorado por
instrumentos que medem com precisdao mudangas na absorcdo ou

fluorescéncia (ROLON et al., 2006).

O@

,{l NADH/ H* NAD* H,0 N
oo, —— OO
HO 0 o] HO O O
Resazurina Resorufina

Figura 6 - Conversao da Resazurina em Resorufina.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de ICso da atividade antipromastigosta para todos os
compostos triazolicos derivados do eugenol foram determinados e os

resultados estdo apresentados na Tabela 1, pg.144.
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Tabela 1- Avaliagdo da atividade antipromastigota dos compostos
triazolicos derivados do eugenol.

ICs0 (umol L)

Composto
L. amazonensis

8a 30,2+15
8b 50,4 £1,7
8c 1780 + 3

8d 993+ 3

8e 2013 + 3

8f 130,2 £ 2,1
89 4249+ 2,6
8h 322,1+2,5
8i 2013 + 3

8 969 £ 3

8k 49,2 +1,7
8l 106,2 £ 2,1
8m 159,6 £ 2,2
8n 155,8 + 2,1
%a 37,915
% 322+15
8¢ 817+ 3

od 286,7 2,5
9e 278,94 2,4
of 173,3+2,3
99 119,5+ 2,0
Sh 1459 + 2,1
o 2952 42,5
9 177,5+ 2,3
ol 74108

9m 913,3£2,9
on 980,2 £ 2,9
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A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 1
(pg.144) verificou-se que os compostos identificados como 8a, 8b, 8k, 9a,
9b, 9l apresentaram valores de ICs inferiores a 100 pumol L. No entanto,
o0 composto mais promissor foi o 91, o qual apresentou a melhor atividade
leishmanicida entre todas as moléculas avaliadas, com IC5y de 7,4 pymol.
L™ para as formas promastigotas. Na Figura 7, temos a representagéo

grafica da atividade anti-promastigota do composto 9l.

100
i)
é 75- 9l
3 -~ AmB
(7]
g 50+
[}]
e}
o
S~ 25

0 L] L] - L}

0 0.1 1 10 100 1000

[uM]

Figura 7 - Atividade antipromastigota. L. amazonensis GFP (2x10°
promastigotas/mL) foram cultivadas com diferentes concentracdes (0,1; 1;
10; 100 uM) de 9l e Alarm Blue (AmB) por 72 h a 26 °C em meio M199
suplementado com 10% de soro fetal bovino. A quantidade de parasitos
foi medida indiretamente através do método Alamar Blue e representado
através da porcentagem de crescimento.

Devido a maior atividade observada para essa substancia, a
mesma foi selecionada para a avaliacdo da atividade contra as formas
amastigotas intracelulares. O Glucantime foi utilizado como controle

positivo nos testes anti-amastigotas e mostrou atividade inferior a 9l. As
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Figuras 8 e 9 (pg. 146 e 147), mostram os resultados obtidos para os

testes anti-amastigotas.

S 3504 ol
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Figura 8 - Atividade antiamastigota. Macrofagos peritoneais de Balb/C
infectados com L. amazonensis foram incubados por 48 h a 37 ° C/5
%CO, em diferentes concentragdes (1; 10; 100 yM) de 9l e (1; 10; 100
pg/mL) de Glucantime. A) A quantidade de parasitos foi medida por
microscopia e expressa como amastigotas por 100 macréfagos. B) O
sobrenadante foi coletado para dosagem da enzima citoplasmatica lactate
desidrogenase (LDH), como indicativo de lise celular. Liberagdo maxima
(macrofagos infectados + 0.1 % triton X100) = 0.46 OD; e minima
(macréfago nao infectado e nao tratado = 1.3 OD); Means £ SD (n =3), **
p <0.01 and *** p <0.001.
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Controle

NTeNI

]|
Glucantime

[10pg/mi)

[100pg/mi]

Figura 9 - Macrofagos peritoneais de Balb/C infectados com L.
amazonensis foram incubados por 48 h a 37 ° C /5 % CO, com diferentes
concentragdes (1; 10; 100 uM) de 91 e (1; 10; 100 pg/mL) de Glucantime.
Macréfagos nao tratados e nao infectados (NT e NI). Macréfagos
infectados e que n&o receberam tratamento (NT).
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ApOs os testes realizados para as formas amastigotas do parasita,
o valor de IC5p do composto 9l foi entdo determinado e apresentado na

Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade leishmanicida do composto 91 e dos quimioterapicos
comerciais.

ICso (umol L)
Amostra . . . Nitrite
Promastigotas Amastigotas Macréfagos IS (ug/ml)
Anfotericina B 0,2+0,1 nd nd nd nd
9l 74+0,8 1,6+£0,2 2119+23 1325 1,3+0,3
*Glucantime nd 455+16 75,5+ 2,6 1,6 1,9+0,5
*IFN-y nd nd nd nd 12,3+0,8

Média £ SD (n = 3).

**|EN- y = Interferon-gama (1 pg/ml).

IS= indice seletividade (I1S= lgde macrofagos/I§ de amastigotas)
*Glucantime [ug/ml]

nd = ndo determinado.

Os valores de Nitrito sdo relatados para 100 uM de farmacos.

As amastigotas sdo as formas parasitarias persistente no
hospedeiro, e responsaveis pelos sintomas causados pela doencga. Logo,
este deve ser o principal alvo quimioterapico em estudos de novos
agentes leishmanicidas (DE MORAIS et al., 2014). Assim, comparando-se
os valores de ICsg apresentados na Tabela 2, observa-se que embora o
composto 9l tenha apresentado menor atividade contra as formas
promastigotas em relacdo ao medicamento Anfotericina B, o mesmo
apresentou atividade leishmanicida superior ao quimioterapico comercial
Glucantime para as formas amastigotas. Além disso, é possivel observar
que o composto apresenta baixa citotoxidade em macrofagos, 1Csy 212

MM, com indice de seletividade 1S>132.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Descreveram-se neste trabalho as etapas envolvidas na obtengao
de uma série de compostos triazdlicos derivados do eugenol. Foram
sintetizadas no total cinquenta e cinco substancias, sendo dois compostos
alquilados (2 e 4), doze ésteres sulfonatos (6a-6k), catorze azidas
benzilicas (7a-7n) e vinte e sete compostos triazolicos (8a-8n e 9a-9n).
Do total dos vinte e sete compostos triazolicos sintetizados, vinte e seis
sao inéditos e tiveram suas estruturas confirmadas por meio da
espectroscopia de RMN. Para a sintese dessas substancias, foram
utilizadas metodologias como reagbes de substituicdo nucleofilica
bimolecular e a reagao “click” (CUAAC) que permitiram, de um modo
geral, que os compostos sintetizados fossem obtidos com rendimentos
sinteticamente uteis.

Os ensaios de avaliacdo da citotoxicidade dos compostos
triazolicos derivados do eugenol contra a linhagem de célula leucémica
HL-60, demonstraram que cinco substancias do total de vinte e sete
derivados sintetizados apresentaram efeitos significativos de inibicdo da
viabilidade celular. Embora tenham sido obtidos valores moderados de
atividade citotdxica contra a linha HL-60, os mesmos foram inferiores
aqueles descritos na literatura para o eugenol que foi avaliado contra a
mesma linhagem celular. O efeito dos cinco derivados também foi
avaliado contra as linhagens celulares Nalm6 e B16F10. De modo geral,
os cinco derivados foram mais potentes contra a linhagem celular HL-60.
Foi possivel verificar, de forma geral, que o tamanho da cadeia carbdnica

do alcino utilizado para a obtencdo destes compostos, deve ser
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considerado como ponto investigativo, uma vez que o maior numero de
carbonos se mostrou efetivo no que tange a melhoria dos efeitos
citotoxicos. Outro ponto a ser considerado é a presenga do grupo 3-
bromofenila que se faz presente nas substancias mais ativas contra as
trés linhagens investigadas. Diante desses resultados, pode-se concluir
que os compostos triazolicos derivados do eugenol podem ser explorados
na busca de modificagdes que resultem em melhorias de suas atividades
citotoxicas para a obtengédo de novos agentes quimioterapicos.

Os ensaios de avaliagdo da atividade leishmanicida dos compostos
triazdlicos derivados do eugenol contra L. amazonensis mostrou que o
composto 9l apresenta atividade superior contra as formas amastigotas
do parasito comparado ao farmaco Glucantime, que ¢é atualmente
utilizado para o tratamento da leishmaniose. Além disso, podem-se
destacar as atividades pronunciadas para os compostos 8a e 9a, 8b e 9b
que possuem como caracteristica estrutural comum a presenca do grupo
fenila e 4-fluorofenila, respectivamente. Estes compostos assim como o
composto 8k, que também apresentou significativa atividade, podem ser
alvo de estudos que visam possibilidades de modificagdes estruturais a
fim de promover o melhoramento de suas atividades. Diante de todos os
resultados obtidos, pode-se concluir que o desenvolvimento do trabalho
resultou na identificagcdo de um composto com grandes perspectivas de
ser explorado como um modelo para o desenvolvimento de um novo
agente quimioterapico para o tratamento da leishmaniose, além de revelar

estruturas que também podem ser investigadas para tal finalidade.
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Salienta-se que ensaios in vivo de avaliacdo da atividade leishmanicida
do composto 91 serao realizados.

Durante o desenvolvimento do trabalho, foi verificado que alguns
dos compostos avaliados apresentaram problemas de solubilidade
durante a realizagdo dos ensaios biolégicos. Nesse tocante, vislumbra-se
como perspectiva futura a possibilidade do desenvolvimento de
formulagdes, como por exemplo formulagdes lipossomais, para a melhoria

da biodisponibilidade dos compostos nos sistemas biologicos.
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Figura 37 — Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 7g.
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