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RESUMO

DIAS, Maria Cecilia Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto
de 2018. Sintese e avaliacao de bioatividades de derivados triazélicos de
benzofenonas hidroxiladas. Orientador: Marcelo Henrique dos Santos.
Coorientador: Robson Ricardo Teixeira.

O presente trabalho objetivou a sintese e a avaliacdo de bioatividades de
derivados triazélicos de benzofenonas hidroxiladas. Os compostos sintetizados
foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante, citotéxica e inibitéria de
elatase e também foi determinado seu fator de protecdo solar (FPS). Foi
descrita a sintese de dezesseis derivados de 4,4'-diidroxibenzofenona e doze
derivados de 2,4-diidroxibenzofenona contendo em sua estrutura o anel 1,2,3-
triazol. Os compostos sintetizados ainda ndo haviam sido descritos na literatura
e a etapa chave envolvida em suas sinteses foi a reagao “click” (CuUAAC) entre
alquinos terminais e azidas benzilicas. Os compostos foram obtidos com
rendimentos variando de 35% a 95%. Todos o0s compostos foram
caracterizados utilizando-se as técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de *H e *3C, Infravermelho (IV) e Espectro de Massas de Alta Resolucao
(HRMS). Ensaios in vitro revelam que os derivados de benzofenonas
hidroxiladas apresentam fator de protecdo solar (FPS) similar a fotoprotetores
comercialmente disponiveis. Dez dos derivados sintetizados exibem peso
molecular superior a 500 Daltons, caracteristica indispensavel para que o0s
fotoprotetores ndo difundam através da pele. Os derivados triazélicos também
foram avaliados quanto a capacidade de inibir a serino protease elastase,
sendo o] derivado bis(4-((1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilmetoxi)benzofenona o mais ativo da série, apresentando um ICsy de 16,6 *

1,9 umol/L. Em relagéo a atividade antioxidante, os derivados obtidos da 2,4-

diidroxibenzofenona mostraram-se mais reativos frente ao radical livre 2,2-
XX



difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). A presenca de uma hidroxila livre nas moléculas
pode ser responsavel por sua maior atividade antioxidante. Os ensaios in vitro
revelaram que cinco dos derivados triazdlicos possuem atividade moderada
contra linhagens de células cancerigenas. Os derivados 2-hidroxi-(4-((1-benzil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)benzofenona e 2-hidroxi-(4-((1-(4-clorobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)metoxi)benzofenona, por exemplo, para a linhagem MCF-7
(carcinoma de mama) apresentaram valores de ICs iguais a 50,43 e 65,06
pmol/L, respectivamente, menores que o da cisplatina (ICsp= 75,73 pmol/L) um
farmaco antitumoral comercial. Dessa forma, os compostos sintetizados tém
grande potencial para serem usados como antioxidantes e inibiores da
atividade proteolitica da enzina elastase e ainda em formulagfes destinadas a

protecdo da pele contra os raios ultravioletas.
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ABSTRACT

DIAS, Maria Cecilia Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
August, 2018. Synthesis and of triazole derivatives from hydroxylated
benzophenones Adviser. Marcelo Henrique dos Santos. Co-adviser: Robson
Ricardo Teixeira.

The present investigation aimed at the synthesis of a group derived from
hydroxylated benzophenones. The synthesized compounds had theirs
antioxidant, cytotoxic and inhibition of elastase activities evaluated and its sun
protection factor was determined. It is described the synthesis of sixteen 4,4’-
dihydroxybenzophenone derivatives and twelve 2,4-dihydroxybenzophenone
derivatives, both containing 1,2,3-triazole ring. The key step involved in the
synthesis of these derivatives corresponded to the click reaction (CUAAC). The
synthesized triazoles have not been described in the literature, and they were
obtained yields ranging from 35% to 95%. The compounds were characterized
using the techniques of IR, *H and *C NMR and HRMS. In vitro biological
assays carried out with the derivatives of hydroxylated benzophenone
demonstrate that four of derivatives showed ability to inhibit serine protease
elastase. For instance, bis(4-((1-(4-iodobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)
benzophenone showed the most active of the series, presenting an ICso value
of 16.6 pmol L™. In relation to the antioxidant activity, the derivatives obtained
from 2,4-dihydroxybenzophenone were more reactive to the DPPH free radical.
The presence of a free hydroxyl in the molecules may be responsible for its
higher antioxidant activity. In vitro assays revealed that five of the triazole
derivatives were shown to have moderate activity against cancer cell lines. The
(2-hydroxy-4-((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)benzophenone and (2-
hydroxy-4-((1-(4-chlorobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)benzophenone, for
example, for the MCF-7 cell (breast carcinoma) showed ICso values of 50.43
and 65.06 umol/L, respectively, lower than that of cisplatin (IC5,=75.73 umol/L)
a commercial antitumor drug. The triazole derivatives have a sun protection
factor (SPF) similar to commercially available photoprotectors, ten of the
synthesized derivatives exhibit molecular weight above 500 daltons, an
essential feature so that photoprotectors do not diffuse through the skin. Thus,

the synthesized compounds have potential to be used as antioxidants and
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inhibitors of the proteolytic activity of the enzyme elastase and also in

formulations intended to protect the skin against ultraviolet rays.
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INTRODUCAO GERAL

Os triazbis sdo compostos organicos heterociclicos de cinco membros
(MELO et al., 2006). Essa classe de compostos tem despertado grande
interesse devido ao vasto campo de aplicacdo, podendo ser encontrado em
agroquimicos, aditivos quimicos, cristais liquidos, polimeros, quimica
supramolecular e pigmentos, mas apresenta grande destaque na area
farmacéutica, onde é utilizado como grupo funcional chave em muitas

moléculas bioativas e farmacos (FREITAS et al., 2011).

No campo da Quimica Medicinal, os compostos triazélicos ganharam
grande destaque, devido, principalmente, as caracteristicas apresentadas por
estes compostos, tais como a capacidade para formar ligacdes de hidrogénio,
ligacdes do tipo dipolo-dipolo e devido a sua solubilidade melhorada, a qual os
tornam capazes de se ligarem a alvos biolodgicos com alta afinidade (DHEER et
al., 2017).

Nos Ultimos anos, muitas metodologias sintéticas tém sido
desenvolvidas para a obtencé@o dos anéis triazélicos, sendo que a abordagem
mais popular é a cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por cobre (CuAAC). Esta
reacao foi descoberta por Sharpless e Mendal e ficou popularmente conhecida
como reagdes “click” (WANG et al., 2016).

A impressionante velocidade com que as reagdes “click” tem sido
empregada em varias areas de pesquisa € um indicador claro do seu amplo
potencial de aplicacdo. Sendo assim, a utilizacdo de substancias que ja
apresentam atividades biolégicas conhecidas, como por exemplo, as
benzofenonas, como material de partida em reagdes “click”, mostra-se como
uma estratégia promissora para a obtencdo de novas moléculas com acao

terapéutica melhorada.

As benzofenonas sdo uma classe de moléculas farmacologicamente
ativas, que podem ser obtidas por meios naturais e sintéticos. Esta classe de
compostos apresenta amplo espectro de atividades bioldgicas, destacando-se
atividade antifangica, antioxidante, antiproliferativa, citotoxica e anti-

inflamatoria.



Diante do exposto, neste trabalho foi feita sintese de novos derivados
triazdlicos de benzofenonas hidroxiladas utilizando-se como abordagem

sintética a reagéo “click”.



CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA

1. BENZOFENONAS

As benzofenonas sdo cetonas arométicas, naturais ou sintéticas, que
possuem uma gama de estruturas, mas compartilham um esqueleto comum de
13 carbonos (Fig. 1), podendo apresentar diferentes substituintes que alteram

as suas caracteristicas estereoeletrénicas, e com isso, suas propriedades.

Figura 1: Estrutura quimica do anel base das benzofenonas.

As benzofenonas de origem natural formam uma classe de compostos
com cerca de 300 membros (WU et al., 2014). De acordo com dados descritos
na literatura, esta classe de benzofenonas é biossintetizada pela rota do
chiquimato, para a formacédo do anel A, enquanto o anel B € obtido pela rota do
acetato-malonato (Fig. 2) (BAGGETT et al., 2005; BEERHUES e LIU, 2009;
LIMA e TEIXEIRA, 2017).

3CO,
OH 4 CoASH

OH
HO coo ) HO HO OH
+ 3 H,C-COSCoA @ @
SACo
O OH

malonil-SCoA

o
m-hidroxibenzoil-CoA 2,3'4,4' 6'-penta hidroxibenzofenona
(Rota do Chiquimato) (Estrutura base das benzofenonas

naturais)
Figura 2: Rota biossintética geral para a sintese das benzofenonas naturais.

Adaptado de BAGGETT et al., (2005).

A rota sintética classica para a obtencdo das benzofenonas é via

alquilacdo de Friedel-Crafts entre benzeno e tetracloreto de carbono, na
3



presenca de AICI;, com posterior hidratacdo (Fig. 3) (CLAYDEN, 2001;
NASCIMENTO et al.,, 2014). Por meio desta metodologia é possivel obter

benzofenonas com diferentes niveis de substituicbes no anel aromético.

O

1) AICl3 CCl,
_ o
2) H,0, A

Figura 3: Alquilacdo de Friedel-Crafts para a obtencdo de
benzofenonas.

As caracteristicas estruturais das benzofenonas tém sido de enorme
importancia em campos medicinais, quimicos e industriais (PRASHANTH et al.,
2014). Muitos dos seus derivados apresentam um amplo espectro de
atividades bioldgicas, podendo-se destacar: atividade anticancer (AL-
GHORBANI et al., 2016; SHI et al., 2016), combate ao HIV (MA et at., 2011),
antibacteriana (AL-GHORBANI et al., 2013), inibicdo de acetilcolinesterase
(BELLUTI et al., 2011), dentre outras.

Por exemplo, MARTINS e colaboradores (2009) relataram a inibi¢édo in
vitro das serino proteases catepsina B e G por benzofenonas naturais e
sintéticas (Fig. 4). As benzofenonas naturais estudadas apresentaram
atividade inibitéria superior a aquela apresentada pelas benzofenonas
sintéticas: 2,2’ 4-triidroxibenzofenona (1) e benzofenona (2), sendo que, dentre
as benzofenonas naturais, a atividade inibitoria da guttiferona A (3) foi
aproximadamente 2-69 vezes superiores as manifestadas pela epiclusianona
(4) e a garciniafenona (5), respectivamente. Além disso, a guttiferona A (3) tem
se ligado preferencialmente a catepsina G, uma vez que o seu valor ICs (2,7
0,1 mmol/L) sobre tal peptidase é bastante semelhante ao do inibidor classico

de serina proteases, quimostatina (2,1 + 0,1 mM).



OH O OH

Nege

2,2' 4-trihidroxibenzofenona (1) Benzofenona (2)

Guttiferona A (3) Epiclusianona (4) Garciniafenona (5)
Figura 4: Estrutura quimica das benzofenonas: 2,2’,4’-triildroxibenzofenona (1),

Benzofenona (2), Guttiferona A (3), Epiclusianona (4), Garciniafenona (5).

Em outro trabalho, MACIEL-REZENDE e colaboradores (2013)
sintetizaram uma série de alquil-benzofenonas, a fim de avaliar sua atividade
leishmanicida. Foram sintetizados nove derivados de O-alquila e O-prenila a
partir de 2,4-diidroxibenzofenona e 4,4'-diidroxibenzofenona. Todos o0s
derivados exibiram atividade bioldgica superior a apresentada por seus
precursores contra a forma promastigota de Leishmania amazonenses. O novo
derivado (6) (Fig. 5) foi 250 vezes mais ativo do que a 4,4'-diidroxibenzofenona.
Além disso, alguns dos resultados foram comparaveis ao medicamento padréao

anfotericina B (7).

Figura 5: Derivado de 4,4-diidroxibenzofenona (6) e farmaco comercial
Anfotericina B (7). Adaptado de MACIEL-REZENDE et al., 2013.



A associacdo de benzofenonas a outras substancias biologicamente
ativas tem aumentado o seu potencial de agdo, bem como o espectro de
atividades dos derivados obtidos.

Em estudo recente, AL-GHORBANI e colaboradores (2017) sintetizaram
analogos onde ha associacdo entre a benzofenona e a morfolina, sistema
heterociclico presente em uma diversidade de compostos que apresentam
aplicacOes terapéuticas importantes. Uma série de derivados acido 4-benzil-
morfolina-2-carboxilico-N’-[2-(4-benzoil-fenoxi)-acetil]-hidrazida (Fig. 6) foi
sintetizado a partir da 4-hidroxibenzofenona, sendo avaliado in vitro sua
atividade antiproliferativa frente a varios tipos de células neoplasicas humanas
(DLA, EAC, MCF-7 e Ab49). Os estudos citotéxicos e a relagcdo estrutura
atividade dos derivados sugere que o grupo metila no anel B da benzofenona é
essencial para a atividade antiproliferativa e, que o bromo na posicéo orto (8b)
e metila na posicao para (8f) no anel A da benzofenona sé&o significativos para

a atividade anti-mitogénica extensiva.

Benzofenona

4 | I){?\K\ :
................ LUV
*~.___.-" Morfolina

o}
8a-j
a) R=CH3; R1,R2,R3,R4 =H f) R=CHs; R1, R2, R3=H; R4 = CHjy4
b) R=CH3; R1, R3, R4 = H; R2 = Br g)R=F; R1,R2,R3=H; R4 =F
c) R=CH3; R1, R2, R4 = H; R3 = Br h) R=F ; R1=Cl, R2, R3=H; R4 = Cl
d) R=CH3; R1,R2, R3 =H; R4 =Br i) R=F; R1=CI,R2,R3=H; R4 =1
e) R=CH3; R1,R3, R4 =H; R2=ClI j) R=F; R1=Cl, R2, R3 = H; R4 = CH,4

Figura 6: Estrutura dos derivados acido 4-benzil-morfolina-2-carboxilico-N"-[2-
(4-benzoil-fenoxi)-acetil]-hidrazida. Adaptado de AL-GHORBANI et al., 2017.

O uso das benzofenonas ndo se restringe apenas a industria
farmacéutica. USHARANI e colaboradores (2016) mostram que os derivados
de benzofenona s&o materiais promissores para varias aplicagdes oticas. No
presente trabalho, os pesquisadores fizeram o crescimento de cristais 2-cloro-
6



5-nitro-benzofenona (9) (Fig. 7) em diferentes solventes. Os estudos de
absorcdo oOtica mostraram que o cristal (9) tem ampla janela de transparéncia

na regido do visivel e assim pode usadas em filtros 6ticos.

SO
Cl

9

Figura 7: Estrutura do derivado 2-cloro-5-nitro-benzofenona. Adaptado de
USHARANI et al., 2016.

As benzofenonas e seus derivados sao amplamente utilizados como
filtro solar, sendo uma importante classe de filtros organicos para a protecéo
dos raios ultravioleta (UV), pois sdo capazes de proteger a pele das irradiacfes
UVA (320-400 nm) e UVB (290-320 nm) (RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2015;
LIU et al., 2016).

As hidroxibenzofenonas 2,4-diidroxibenzofenona (10) e 2,2',4,4-
tetrahidroxibenzofenona (11) (Fig. 8), e seus derivados apresentam maior
habilidade de absorverem e dissiparem a radiagdo UVA, porém, em menor
intensidade na regido UVB. Portanto, sdo frequentemente utilizados como
estabilizadores UV em revestimentos plasticos de embalagens, uma vez que
evitam a degradacdo dos polimeros e consequentemente a perda de qualidade
dos alimentos embalados devido a radiacdo de luz UV (SUZUKI et al. 2005).

Figura 8: Estrutura das hidroxibenzofenonas: 2,4-diidroxibenzofenona (10) e
2,2’ 4 ,4’-tetrahidroxibenzofenona (11).



2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Nos ultimos anos a incidéncia e mortalidade causadas pelo cancer de

pele tem aumentado em todo o mundo (REIS et al.; 2014).

No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer (INCA) aponta o cancer de pele
como a neoplasia mais frequente no pais, correspondendo a 30% de todos os

tumores malignos registrados.

Nos Estados Unidos, por exemplo, mais de 1,3 milhées de novos casos
de cancer ndo melanona ocorrem todos os anos, e estudos apontam que cerca
de 90% destes casos sao causados por exposicdo excessiva a radiacédo UV
(KOSHY et al., 2010).

O estudo dos fatores etioldgicos do cancer de pele identifica a radiacao
UV como um dos principais agentes que causam lesdes as células, sendo que
as regifes do corpo mais expostas a radiacdo solar (rosto, pescoco, cabeca e
dorso das maos) sdo as mais frequentemente afetadas por esta neoplasia
(DUTRA et al., 2004; NASCIMENTO et al. 2014).

Dentre as medidas mais eficazes para a prevencdo do céancer de pele,
bem como de outros efeitos deletérios causados pela radiagdo UV, o uso

frequente de fotoprotetores se sobressai por sua elevada eficacia.

As benzofenonas sdo uma importante classe de fotoprotetores que
auxiliam para protecdo contra os raios UV (RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2015;
LIU et al., 2016).

A eficacia das benzofenonas como fotoprotetores é inquestionavel, mas
estudos recentes associaram-nas a dermatite de contato foto-alérgica. Além
disso, ha evidéncias de que a 2-hidoxi-4-metoxibenzofenona (BP-3) (Fig. 9) é
absorvida no trato gastrointestinal e bioacumulada no corpo humano
(CURSINO et al., 2013).
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Figura 9: Estrutura quimica do fotoprotetor organico BP-3.

A penetracdo cutanea de compostos presentes em formulacbes com
finalidade fotoprotetora e as provaveis consequéncias da sua absorcéo
sistémica tém sido alvo de numerosos estudos. Moléculas menores podem
ultrapassar a camada cérnea o0 que nao € observado para as moléculas
maiores que, em geral, apresentam peso molecular maior ou igual a 500
Daltons (BENDOVA et al., 2007).

Recentemente, uma série de moléculas com pesos moleculares
elevados foram sintetizadas. Estas moléculas possuem multiplos cromdéforos
que produzem elevados coeficientes de extingdo e também protecdo de amplo
espectro (SHAATH, 2010).

Diante do exposto, h4 uma crescente necessidade em se desenvolver
novas moléculas capazes de proteger a pele das ac¢des nocivas da radiacao
UV. As caracteristicas desejaveis para novos fotoprotetores sdo que estes
apresentem fotoprotecdo em amplo espectro da radiacdo UV, ndo penetrem na
pele e sejam fotoestaveis.

Os hibridos moleculares tem sido uma tendéncia para a busca de novos
protétipos com diferentes aplicagdes farmacoldgicas e cosméticas (LAL et al.,
2018). A partir desta metodologia, portanto, € possivel associar substancias

biologicamente ativas e com isso potencializar sua agéo terapéutica.

Sendo assim, neste presente estudo visamos a obtencdo de novos
derivados de benzofenonas hidroxiladas acoplados a anéis triazolicos,
elevando-se o peso molecular das benzofenonas para evitar a bioacumulacao
e ampliando o seu espectro de atividades bioldgicas. A estrutura geral dos

derivados sintetizados é apresentada na Figura 10.
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Figura 10: Estrutura geral dos derivados triazolicos das benzofenonas
hidroxiladas.

A descricdo da sintese, a identificacdo e caracterizacdo dos derivados
triazolicos obtidos a partir de benzofenonas hidroxiladas serdo apresentados no
Capitulo 2. Nos Capitulos 3, 4 e 5 serdo descritas as atividades bioldgicas

apresentadas pelos derivados sintetizados neste trabalho.
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CAPITULO 2

SINTESE DOS DERIVADOS TRIAZOLICOS A PARTIR DE BENZOFENONAS
HIDROXILADAS

1. COMPOSTOS HETEROCICLICOS

Os compostos heterociclicos constituem a maior e mais variada familia
de compostos organicos. Sua importancia é incontestavel, ndo apenas pelo
grande numero de exemplos encontrados, mas principalmente por possuir uma

vasta gama de aplicacdes bioldgicas (SOURAV et al., 2016).

Muitos destes compostos sdo medicamentos amplamente consumidos
no mercado mundial, apresentando diversas atividades biolégicas, tais como:
anti-hipertensiva (Losartana-1), anti-viral (Ribavirina-2) antitumoral (Carbanato
de fluorouracila-3), antifungica (Fluconazol-4), antiinflaméatoria e antitérmica
(Dipirona-5), antiprotozoaria (Metronidazol-6) e antibacteriana (Benzilpenicilina-
7) (Fig. 1) (MELO et al., 2006).

Outras atividades ja sdo descritas na literatura, podendo-se destacar:
anticonvulsivante (N,N-dialil-4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-amina 8), antialérgico (5-
(1-metil-1H-benzo[d]imidazol-2-il)-1,3,4-oxadiazol-2(3H)-ona 9) e citotoxico (2-
(6-(trifluorometoxi)benzo[d]tiazol-2-il)-1H-indene-1,3(2H)-diona 10) (Fig. 1)
(SOURAV et al., 2016).
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Figura 1: Exemplos de compostos heterociclicos com atividade biolégica.
Adaptado de MELO et al. (2006) e SOURAV et al. (2016).

Dentre os compostos heterociclicos, podemos destacar a classe de
substancias denominada genericamente de azois, que compreende 0s
heterociclicos aromaticos nitrogenados de cinco membros. Desta classe de
substancias, os triazois tem despertado um grande interesse por parte dos
quimicos organicos sintéticos, principalmente por apresentar um amplo

espectro de atividades biol6gicas (MELO et al., 2006).
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1.1 Triazois

Os triaz6is sdo substancias hetero-aromaticas que possuem 3 atomos
de nitrogénio no mesmo nucleo ciclico. Os triazdis apresentam duas formas
isoméricas 1,2,3-1H-triazol e 1,2,4-1H-triazol (Fig. 2), sendo que a seletividade
para a aquisicao deste nucleo ird depender da metodologia utilizada para a sua
obtencdo (RUPESH et al., 2011).

H H
1 1
N, 2 N, 2
L
N N—~/
3 4

Figura 2: Isbmeros 1,2,3-1H-triazol e 1,2,4-1H-triazol.

Os isbmeros 1,2,3-triazélicos podem ser divididos em trés grupos: 1,2,3-
triazéis monociclicos, benzotriazéis e sais 1,2,3-triazolium (Fig. 3), sendo que
para a classe dos 1,2,3-triaz0is monociclicos podemos ter 3 subclasses
dependendo dos substituintes presentes no anel (FERREIRA, 2008).

R
2 2, 2
3N,N 1 3N,N\1 3N,N 1
“ 'N-R N “°N
— \
4=(s et 45
R R R R R R R
1H-1,2,3-triazdis 2H-1,2,3-triazéis 4H-1,2,3-triazéis
4 3 4 3
5 N, 5 =N 2
) N2 ) N-R
N =N
11 1
7 & 7
1H-benzotriazéis 2H-benzotriazoéis
R
2N 1 2N 1 R
NS RN N 2 N, 2
R R R R K1 R1

Sais 1,2,3-triazélicos Sais benzotriazolicos

Figura 3: Classes e subclasse de 1,2,3-triazois. Adaptado de FERREIRA
(2008).
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O anel triazdlico é relativamente estavel, portanto, permite a realizacao
de diversas modificacdes quimicas tanto dos substituintes, quanto dos grupos
funcionais (KRIVOPALOV & SHKURKO, 2005).

O anel 1,2,3-triazol desempenha um papel importante na atividade
bioldgica devido a sua propriedade dipolar moderada, capacidade para se ligar
a varias enzimas por meio de ligacdes de hidrogénio, rigidez e estabilidade sob
condicBes acidas e alcalinas (ANAND et al., 2015; KHAZHIEVA et al., 2015).

O sistema heterociclico com 1,2,3-triazol é conhecido ha mais de cem
anos, mas nas ultimas duas décadas, a quimica dos 1,2,3-triazéis ganhou um
novo impulso devido a descoberta de diversas atividades biologicas encontrada
nos seus derivados (KRIVOPALOV & SHKURKO, 2005).

Os triazbis e seus derivados sdao de grande importancia na quimica
medicinal e podem ser utilizado na sintese de diversos compostos
heterociclicos com importantes atividades bioldgicas, incluindo: antituberculose
(SHAIKH et al., 2015), anticancer (POKHODYLO et al., 2013; REDDY et al.,
2016), antibacteriana (TAN et al., 2016; SOUZA et al., 2015), antioxidante (TAN
et al., 2016; SARAIVA et al., 2016), anti-leishimanicida (GONTIJO et al., 2015),
antifangica (GONZALEZ-CALDERON et al., 2016), no controle do Alzheimer
(DI PIETRO et al., 2016), antimalaria (MANOHAR et al.,, 2011, RAJ et al.,

2014), entre outras.

No mercado farmacéutico mundial, j& sdo conhecidos compostos que
apresentam o nucleo 1,2,3-triazol para o tratamento das mais diversas
enfermidades. Na Figura 4 sdo apresentados exemplos de farmacos

comerciais que apresentam este ndcleo em sua estrutura.

H,
HO S
: \\//O\\ KEN N Non
OﬁN/ /N o N—/ \_NH
éOOH " © COOH
Cefatrizina
Tazobactam

s . Antibiético b-lactamico
Antibidtico b-lactamico

Figura 4: Exemplo de farmacos comerciais que possuem em sua estrutura o
anel 1,2,3-triazol. Adaptado de DHEER et al. (2017).
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Os 1,2,3-triazois vem sendo aplicados em varias areas tecnolégicas
importantes, e especialmente na descoberta de novos farmacos. Por exemplo,
KRALJEVIC e colaboradores (2016) sintetizaram uma série de novos
compostos contendo o0 nucleo 1,2,3-triazol e avaliaram sua atividade
antiproliferativa. Como estratégia de sintese, 0s pesquisadores fizeram a
hibridacéo entre dois heterociclos biologicamente ativos, o 1,2,3-triazol e a
cumarina, afim de potencializar a agédo terapéutica dos derivados obtidos.
Dentre os compostos sintetizados, 11-15 (Fig. 5) foram aqueles que exibiram
elevada atividade antiproliferativa contra cinco linhagens de carcinoma humano
(A549, HepG2, CFPAC-1, HeLa e SW620), sendo que, o composto 14 foi
aquele gque se destacou, exibindo a maior citotoxicidade contra células da
linhagem HepG2 com valor de ICsy de 0,9 umol/L e com elevada seletividade
(Sl = 50).

H o__0 H 0. _0 H o__0
7 = 7
N _N _N
' N™ >\ '\\‘\‘<N
N
F N\ |

1 12 13

H;C 0_0O H,C 0.__0
\Clg Cﬂ{f
N, N
"\‘\‘<N N7 N
'~(
N N
N B
é N é N

14 15

Figura 5: Derivados 1,2,3-triazol com atividade anticancer. Adaptado de
KRALJEVIC et al. (2016).
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Em outro estudo, KANT e colaboradores (2016) sintetizaram uma série
de substancias biologicamente ativas com maior atividade antibacteriana que o
ciprofloxacino (16) (Fig. 6), farmaco comercial utilizado para o tratamento de
doencas bacterianas. Os derivados 17-20 (Fig. 6) mostraram ser até 10 vezes
mais ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que o farmaco
original. O composto 21 mostrou grande eficacia para o controle de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e

Plesiomonas shigelloides, sendo 8-17 vezes mais potente que a ciprofloxacino.
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Figura 6: Derivados 1,2,3-triazélicos de ciprofloxacino. Adaptado de KANT et

al. (2016).

Os triaz0is sdo de origem puramente sintética, ndo tendo relatos até o
presente momento de compostos que apresente tal heterociclo encontrados na
natureza. Os triazb6is podem ser sintetizados por diversas rotas, sendo que as
principais séo: oxidacdo de fenil osazonas, ciclizacdo [2N+1N] e a cicloadi¢cao
1,3-dipolar (MELO et al., 2006). Atualmente, o método mais empregado para a
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obtencéo do nucleo 1,2,3-triazdis € via a cicloadicdo 1,3-dipolar, popularmente

conhecida como quimica “click”.

1.2 Reacodes “Click”

O anel de 1,2,3-triazol € um grupo farmacoférico muito bem reconhecido
(MAREDDY et al., 2017; HOU et al. 2017), o qual é derivado da cicloadi¢cao
1,3-dipolar de Huisgen (EL SAYED ALY et al., 2015; TALE et al., 2015) entre
azidas e alquinos catalisada por cobre (CuAAC) esta reacdo € popularmente

conhecida como reagao “click” (Bl et al., 2018).

O conceito de quimica “click” foi estabelecido por Sharpless e
colaboradores (KOLB et al., 2001) e trata-se de tipos de reacdo de ambito
amplo e modular, regioespecificas, quimioseletivas e altamente eficientes, que
utilizam métodos de purificacdo simples e condicbes de reacdo benignas
(SCHULZE & SCHUBERT, 2014). Portanto, as reag¢des “click” permitem a

sintese de moléculas sob condicbes de reacdes extremamente suaves

(Esquema 1).
R1\'11,N\
® O Cu () N
NEN-N-R, + =R, —> %(

Ro

Esquema 1: Reacdo CuAAC ou reacao “click”.

A CuAAC produz os 1,2,3-triazois de forma mais eficiente e com maior
regiosseletividade para o 1,4-regioisbmero (SCHULZE & SCHUBERT, 2014).
Estudos computacionais preveem 0s provaveis aspectos mecanisticos que
explica a maior regiosseletividade para a formacdo deste regioisdmero

(Esquema 2).
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Esquema 2: Proposta mecanistica para a reacdo CuAAC. Adaptado de
SCHULZE & SCHUBERT, 2014.

Inicialmente, uma espécie de Cu(l) sofre uma coordenagao a ligagao
do alquino (A), o que faz aumentar a acidez do alquino terminal (pka cai de ~25
para ~15) e permite a coordenag¢do subsequente de uma outra espécie de
Cu(l) ao alquino ativado (B) em meio aquoso mesmo sem a presenca de uma

base adicional.

Na proxima etapa, ocorre a coordenacdo de uma azida no centro de
coordenacao 1 do Cu(l) (C). Em principio, a coordenagdo da azida organica
pode ocorrer tanto via nitrogénio substituido como do nitrogénio terminal, mas
em contraste com o nitrogénio terminal, espera-se que no nitrogénio substituido
ocorra um aumento da densidade eletrdnica no centro metalico, o que facilitaria

0 acoplamento oxidativo (D). A seletividade observada para o 1,4-regioisbmero
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pode ser explicada pela preferéncia pela coordenacao ™ do Cu(l) no carbono a
do acetileto, que dirige um ataque nucleofilico ao carbono B terminal, o
nitrogénio eletrofilico da azida coordenada sofre acoplamento oxidativo. Neste
passo limitante da velocidade da reacdo, forma-se um metalaciclo de seis

membros.

Este intermediario, portanto, € estabilizado por uma coordenacao
bimetalica geminal, uma vez que o ciclo monometélico representa uma

estrutura desfavoravel, possuindo excessiva densidade de elétrons.

Em dltima andlise, a contracdo do anel e a expulsdo do Cu(l) ocorre
através da eliminacéo redutiva (E) proporcionando a triazolida ligada a Cu(l)
num processo altamente exotérmico. Em meio aquoso, a triazolida de Cu(l)
sofre uma protondlise (F) liberando o triazol livre e permitindo que o Cu(l)

reinicie o ciclo catalitico.

A reducdo in situ de sais de Cu(ll) € um método conveniente para
produzir Cu (I) para CUAAC. As espécies de Cu(l) podem ser geradas in situ na
reacao por uma das seguintes maneiras: (i) agentes redutores, (ii) processos
fotoquimicos, (iii) processos eletroquimicos redox e (iv) nanoparticulas
contendo cobre (TASDELEN et al., 2016).

Os sais de Cu(ll) podem ser facilmente reduzidos aos sais de Cu(l) no
processo CUAAC por agentes redutores, tais como alcoois, aminas, aldeidos,
tiois, fendis e acidos carboxilicos. Os agentes redutores mais frequentemente
utilizados sao acido ascorbico, ascorbato de sodio, quinona, hidroquinona,
vitamina K;, glutationa e cisteina. Além disso, podem ser utilizados metais
como agentes redutores para manter o estado de oxidacédo do catalisador de
Cu(l) (TASDELEN et al., 2016).

O ascorbato de sodio é o agente redutor preferencialmente utilizado nas
reagoes “click”, isso se da devido ao fato do ascorbato de sédio reduz de forma
eficaz o Cu(ll) a Cu(l), além de ser de facil aquisicdo por ser um reagente
simples e barato. A combinacdo CuSO4.5H,O com o ascorbato de soédio,
proposta inicialmente por Sharpless como catalisador, tornou-se o metodo
usual para a CUAAC (TASDELEN et al., 2016; WANG et al., 2016).
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As reagbes “click” tornaram-se uma ferramenta importante na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, além de possibilitar a
modificagdo estrutural de moléculas bioativas ja existentes.

Esta ferramenta surgiu em um momento em que a industria farmacéutica
necessitava de novos meétodos para a obtencdo de farmacos de forma mais

rapida e simples, mas com alta eficacia.

Neste contexto, a hibridagdo molecular tem se mostrado uma estratégia
promissora na busca por novos farmacos. A hibridagdo molecular baseia-se na
combinacdo de dois ou mais fragmentos farmacoforicos bioativos conhecidos
gue unem-se em uma unica molécula hibrida (LAL et al., 2018).

Os novos hibridos podem ser dotados de atividade melhorada ou novas
propriedades biol6gicas em comparacdo com os seus componentes individuais
(YU et al, 2016).

Apesar de ser uma estratégia emergente na descoberta de novos
farmacos, a hibridacdo molecular vem recentemente ganhando atencéo entre a
comunidade cientifica, com varios exemplos bem sucedidos ja reportados na
literatura (LAL et al., 2018).

O nucleo 1,2,3-triazol tem se tornado um grupo farmacoférico que
desempenha papel importante na hibridacdo molecular devido, principalmente,
apresentar elevada estabilidade a degradacdo metabdlica, condicdes
oxidativas/redutoras e participar ativamente na ligacdo a alvos biomoleculares

e melhorar a solubilidade dos compostos (KANT et al. 2016).

Sendo assim, a hibridacdo molecular entre as benzofenonas, unidade ja
conhecidas pela sua vasta gama de atividades biolégicas, e os ndcleos 1,2,3-
triazol mostra-se promissora para obtencdo de novos compostos com atividade

superior a seus precursores.
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2. PROCEDIMENTO SINTETICO

2.1 Generalidades

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos) e Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e foram utilizados

sem purificacdo adicional.

O progresso de cada reacdo foi monitorizado por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando placas de silica pré-revestidas com suporte
de aluminio (Macherey-Nagel DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV2s,).
Apos a eluicdo, a CCD foi observada sob luz UV (A = 254 nm) e revelada com
solucdo de permanganato de potassio. As colunas cromatograficas foram

realizadas utilizando-se silica-gel (70-230 mesh), como fase estacionaria.

Os espectros RMN de 'H e RMN de *C foram obtidos em um
espectrometro VARIAN MERCURY 300 (Varian, Palo Alto, CA, USA) em 300
MHz e 75 MHz, respectivamente, utilizando CDCl; e DMSO-ds como solventes.
Os dados do RMN de 'H foram apresentados como: deslocamento quimico (&)
em ppm, multiplicidade, o niumero de hidrogénio, e valores de J em Hertz (Hz).
As multiplicidades sdo mostradas como as seguintes abreviaturas: s (simpleto),
d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), m (multipleto). Para os derivados
contendo fldor, a multiplicidade de alguns sinais de carbono € descrita

juntamente com os valores de J em Hertz.

Os pontos de fusdo foram registrados na MQAPF-302 Microchemistry
(Microquimica Equipamentos, Santa Catarina, Brazil).

Os espectros de IV foram registrados num espectrofotometro VARIAN
660-IR (Varian, Palo Alto, CA, USA) equipado com GladiATR scanning de 4000

para 500 cm™".

A andlise de espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) foi
realizada na Universidade Estadual de Maringa em parceria com professor
Eduardo Pilau. Foi utilizado para as analises um espectrofotometro Quattro
micro APl Waters (Milford, MA, EUA) com fonte de eletrospray. O software de

aquisicao utilizado foi o manual MassHunter Data Acquisition.
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2.2 Sintese dos Alcinos Terminais Derivados de Benzofenonas

Hidroxiladas

Sintese do bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)

A uma solugcdo da 4,4’-diidroxibenzofenona (1,50 g; 7,00 mmol) em
acetona (50 mL) foi adicionado carbonato de potassio (3,87 g; 28,00 mmol) e
brometo de propargila (1,50 mL; 16,83 mmol). A mistura foi mantida em refluxo
por 24 h. Apds resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado a mistura
agua gelada/CH,ClI,. A fase organica foi extraida com acetato de etila, lavada
com solugdo aquosa de NaCl, seca com solucdo sulfato de sdédio anidro
(NazS0Q,), filtrada e concentrada sob pressdo reduzida fornecendo um sdlido

amarelo claro em 83% de rendimento (1,68 g; 5,79 mmol).

CCD: Ry: 0,60 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)

Faixa de fus&o: 91,3-92,2 °C

IV (ART) vmadcm™: 3219, 2971, 2112, 1578, 1558, 1503, 1267 cm™ (P&g. 169).

RMN de 'H (300 Hz, CDCls) &: 2,57 (s, 2H, H-3'); 4,77 (s, 4H, H-1"); 7,05 (d,
4H, J =8,3 Hz, H-4/H-6); 7,80 (d, 4H, J = 8,3 Hz, H-3/H-7) (P4ag. 59)

RMN de *3C (75 Hz, CDCl3) &: 76,1 (C-3'); 76,6 (C-2’); 114,4 (C-4/C-6): 131,3
(C-2); 132,2 (C-3/C-7); 160,7 (C-5); 194,3 (C-1) (Pag. 60).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CioHi50s:
291,1016; encontrado: 291,1016(Pag. 172).
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Sintese do 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2b)

. O OH
3
10 812 4
1113 8 A2
7
12 6 O/\%y

(2b)

A uma solucdo da 2,4-diidroxibenzofenona (1,50 g; 5,95 mmol) em
acetona (50 mL) foi adicionado carbonato de potassio (2,58 g; 18,68 mmol) e
brometo de propargila (1,00 mL; 11,22 mmol). A mistura foi mantida em refluxo
por 24 h. Apoés resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado a mistura
agua gelada/CH,ClI,. A fase organica foi extraida com acetato de etila, lavada
com solugdo aquosa de NaCl, seca com sulfato de sédio anidro (Na,SO,),
filtrada e concentrada sob presséo reduzida fornecendo um sélido branco em
61% de rendimento (1,44 g; 5,71 mmol).

CCD: R= 0,79 (hexano/acetato de etila 2:1 v/v)
Faixa de fuséo: 70,8-71,9 °C

IV (ART) vmad/cm™: 3301, 3284, 2120, 1620, 1594, 1573, 1502, 1444, 1381,
1343, 1278, 1249, 1221, 1167, 1111, 1019, 909, 693 cm™ (P4g. 64).

RMN de *H (300 Hz, CDCl3) &: 2,58 (t ,1H, J = 2,4 Hz, H-3"); 4,74 (d, 2H, J =
2,1 Hz, H-1'); 6,48 (dd, 1H, J = 9,0 Hz e J = 2,7 Hz, H-6); 6,61 (d, 1H, J = 2,4
Hz, H-4): 7,48 (dd, 2H, J = 8,4 Hz e J = 1,5 Hz, H-10/H-12); 7,52 (s, 1H, H-11);
7,56 (d, 1H, J = 6,3 Hz, H-7); 7,64 (dd, 2H, J = 8,4 Hz e J= 1,5 Hz, H-9/H-13);
12,63 (s, 1H, OH) (Pag. 62).

RMN de 3C (75 Hz, CDCl3) &: 55,9 (C-1); 76,4 (C-3'); 102,3 (C-2’); 107,6 (C-
4); 113,7 (C-6); 128,3 (C-9/C-13); 128,8 (C-10/C-12); 131,6 (C-7); 135,3 (C-11);
138,1 (C-8); 163,9 (C-3); 166,0 (C-5); 200,1 (C-1) (Pag. 63).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CigHi130s:
253,0859; encontrado: 253,0855 (Pag. 170).
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2.3 Sintese dos Compostos Triazolicos Derivados de

Benzofenonas Hidroxiladas

Sintese da bis(4-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)benzofenona (4)

) 10 9

A um balédo de fundo redondo (10 mL) foram adicionados bis(4-(prop-2-
in-1-iloxi)benzofenona (2a) (0,150 g; 0,64 mmol), a azida 3a (0,194g; 1,46
mmol), ascorbato de sédio (0,082 g; 0,42 mmol), 1,50 mL de DCM e 1,50 mL
de agua. Em seguida, adicionou-se CuSQO,4.5H,0 (0,052 g; 0,21 mmol). A
mistura reacional foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente por
aproximadamente 4 horas e monitorada por CCD. Terminada a reacdo, uma
solucao saturada de Na,COgs foi adicionada e a solucao resultante foi extraida
com diclorometano (3 x 20 mL). As fases organicas foram reunidas e, em
seguida, foi seca sulfato de sodio anidro (Na,S0Q,), filtrada e concentrada sobre
pressao reduzida. O composto 4 (0,190g; 0,341 mmol) foi purificado por coluna
cromatografica de silica gel eluida com hexano-diclorometano-acetato de etila
(3:1:3 v/v) e concentrado sob presséo reduzida, fornecendo um sélido branco

em 66% de rendimento.
CCD: Ry: 0,18 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Ponto de fuséo: 144,8-145,7 °C

IV (ATR) vmadcm™: 3091, 2159, 2017, 1639, 1559, 1506, 1247 (P4ag. 173).
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RMN de *H (300 Hz, CDCls): 5,25 (s, 2H, H-1'); 5,54 (s, 4H, H-4"), 7,02 (d, 4H,
J = 8,4 Hz, H-4/H-6); 7,26-7,38 (m, 10H, H-6"/H-7'/H-8'/H-9'/H-10"); 7,56 (s, 2H,
H-3"); 7,75 (d, 4H, J = 8,4 Hz, H-3/H-7) (Pag. 171).

RMN de *C (75 Hz, CDCls): 54,3 (C-4’); 62,1 (C-1’); 114,2 (C-4/C-6); 122,8
(C3); 128,1 (C-8'); 128,9 (C-6'/C-10); 129,2 (C-7’/C-9’); 131,1(C-2); 132,2 (C-
3/C-7); 134,2 (C-5'); 143,9 (C-2’), 161,4 (C-5); 194,3 (C-1) (Pag. 172).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CazHzgNgOa:
557,2296; encontrado: 557,2322 (Pag. 174).

Os compostos 5-18 foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparagcdo do composto acima descrito. A seguir,
estdo descritas as informacdes relativas as reacdes e os dados obtidos para a

sua completa identificac&o.

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

il)metoxi)benzofenona (5)
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O composto 5 (0,190 g; 0,303 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 65% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,64 mmol), a azida 3b (0,340 g; 1,79 mmol), ascorbato de sédio
(0,082 g, 0,42 mmol) e CuSO4.H,0O (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Rt 0,10 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)

Faixa de fusdo: 139-140 °C
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IV (ART) vmaxd/cm™: 3137, 1639, 1599, 1225 (Pag. 69).

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) &: 5,25 (s, 4H, H-1°); 5,51 (s, 4H, H-4’); 7,03 (t, 4H,
J = 8.7 Hz, H-7'/H-9"); 7,09 (d, 4H, J = 8,7 Hz, H-4/H-6); 7,25-7,30 (m, 4H, H-
6'/H-10); 7,56 (s, 2H, H-3"); 7,74 (d, 4H, J = 8,7 Hz, H-3/H-7) (Pag. 66).

RMN de *3C (75 Hz, CDCls) &: 53,5 (C-4’); 62,1 (C-1'); 114,2 (C-4/C-6); 116,2
(d, J = 21,5 Hz, C-7°/C-9'); 122,7 (C-3’); 130,4 (d, J = 8,5 Hz, C-6"/C-10’); 130,2
(d, J = 3,2 Hz, C-5'); 131,0 (C-2); 132,2 (C-3/C-7); 144,0 (C-2'); 161,4 (C-5);
162,9 (d, J = 246,9 Hz, C-8’), 194,3 (C-1) (Pag. 67).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CszsH»7F2NgOa:
593,2107; encontrado: 593,2109 (Pag. 175).

Sintese da bis(4-((1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metoxi)benzofenona (6)

(6)

O composto 6 (0,170 g; 0,272 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 53% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,64 mmol), azida benzilica 3c (0,245 g; 1,46 mmol), ascorbato de
sédio (0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O,4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry: 0,10 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 163-164 °C

IV (ART) vmax/cm’™: 3158, 2935, 2364, 1978, 1638, 1600, 1249 (P4g. 178).
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RMN de *H (300 Hz, CDCl3) &: 5,25 (s, 4H, H-1'); 5,51 (s, 4H, H-4); 7,02 (dd,
4H, 3= 9,0 Hz e J = 2,3 Hz, H-4/H-6); 7,22 (dd, 4H, J= 8,7 Hz e J = 2,2 Hz, H-
6'-H-10°); 7,35 (dd, 4H, J=8,7 Hz e J= 2,2 Hz, H-7'/H-9); 7,57 (s, 2H, H-3');
7,77 (dd, 4H, J= 9,0 Hz e J = 2,3 Hz, H-3/H-7) (P4g. 176).

RMN de *3C (75 Hz, CDCIls) &: 53,6 (C-4’); 62,0 (C-1'); 114,2 (C-4/C-6); 122,7
(C-3'); 129,4 (C-7'/C-9'); 129,5 (C-6"/C-10’); 131,1 (C-2); 132,2 (C-3/C-7); 132,8
(C-8'); 134,9 (C-5); 144,1 (C-2); 161,4 (C-5); 194,3 (C-1) (P4g. 177).

ESI-MS DE ALTA RESOLU(;AO m/z [M+H]+Z Calculado para 033H27C|2N603Z
625,1516; encontrado: 625,1513 (Pag. 179).

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

illmetoxi)benzofenona (7)

Y]

O composto 7 (0,248 g, 0,347 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 71% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,64 mmol), a azida 3d (0,310 g, 1,46 mmol), ascorbato de sédio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: R¢. 0,13 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 182-183 °C
IV (ART) vmax/cm™: 3158, 2935, 2360, 1982, 1638, 1600, 1225 (Pag. 182).

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) &: 5,24 (s, 4H, H-1); 5,60 (s, 4H, H-4"); 7,16 (d,
4H, J = 8,7 Hz, H-4/H-6); 7,27 (d, 4H, J = 8,1 Hz, H-6'/H-10’); 7,57 (d, 4H, J =
8,1 Hz, H-7'/H-9); 7,57 (s, 2H, H-3"); 7,69 (d, J = 8,7 Hz, H-3/H-7) (Pag. 180).
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RMN de *3C (75 Hz, CDCls) &: 53,6 (C-1'); 62,1 (C-4’); 144,2 (C-4/C-6); 121,9
(C-8'); 125,4 (C-3’); 130,6 (C-6'/C-10); 130,7 (C-7’/C-9’); 132,2 (C-2); 132,3 (C-
3/C-7); 135,8 (C-5'); 143,0 (C-2'); 161,7 (C-5); 194,6 (C-1) (P4g. 181).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CasHo7BraNgOs:
713,0506; encontrado: 713,0515 (Pag. 183).

Sintese da bis(4-((1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

ilmetoxi)benzofenona (8)
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O composto 8 (0,055 g; 0,062 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 42% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenoa (2a)
(0,150 g; 0,64 mmol), a azida 3e (0,375 g; 1,46 mmol), ascorbato de sddio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry: 0,18 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 190-191 °C
IV (ART) vmad/cm™: 3102, 2163, 1734, 1634, 1601, 1582, 1278 (Pag. 187).

RMN de 'H (300 Hz, DMSO-dg) 8: 5,25 (s, 4H, H-1"); 5,58 (s, 4H, H-4"): 7,12 (d,
4H, J = 8,1 Hz, H-4/H-6), 7,17 (d, 4H, J = 8,6 Hz, H-6'/H-10"); 7,67 (d, 4H, J =
8,6 Hz, H-7'/H-9); 7,74 (d, 4H, J = 8,1 Hz, H-3/H-7); 8,32 (s, 2H, H-3') (P4g.
184).

RMN de 13C (75 Hz, DMSO-dg) &: 52,7 (C-4’); 61,8 (C-1); 94,9 (C-8); 114,9 (C-
4/C-6); 125,4 (C-3'); 130,6 (C-6'/C-10"); 130,7 (C-2); 132,2 (C-3/C-7); 136,2 (C-
5), 138,0 (C-7'/C-9); 142,9 (C-2'); 161,7 (C-5); 193,6 (C-1) (P4g. 185).
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ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CszsH71oNgOa:
809,0228; encontrado: 809,0202 (Pag. 187).

Sintese da bis(4-((1-(2-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metoxi)benzofenona (9)
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O composto 9 (0,165 g; 0,282 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 55% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,64 mmol), a azida 3f (0, 214 g; 1,46 mmol), ascorbato de sédio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0O (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry. 0,32 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 186,7-187,6 °C
IV (ART) vmadcm™: 3099, 2921, 1970, 1639, 1601, 1258199 (P4g. 190).

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) &: 2,28 (s, 6H, CHa); 5,24 (s, 4H, H-1'); 5,56 (s,
4H, H-4'); 7,02 (d, 4H, J = 8,4 Hz, H-4/H-6); 7,20~7,33 (m, 8H, H-6'/H-7'/H-8'/H-
9'), 7,44 (s, 2H, H-3), 7,75 (d, 4H, J = 8,4 Hz, H-3/H-7) (P4g. 188).

RMN de **C (75 Hz, CDCls) &: 18,9 (CHs); 52,5 (C-4’); 62,1 (C-1'); 114,3 (C-
4/C-6); 122,6 (C-3’); 126,7 (C-7’); 129,3 (C-8'); 129,5 (C-6’); 131,0 (C-9'); 131,1
(C-3/C-7); 132,2 (C-5’); 136.9 (C-10’); 143,7 (C-2’); 161,4 (C-5); 194,3 (C-1)
(Pag. 189).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]*: Calculado para CssH33NgOs:
585,2609; encontrado: 585,2609 (Pag. 191).
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Sintese da bis(4-((1-(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

ilmetoxi)benzofenona (10)
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O composto 10 (0,1269; 0,215 mmol) foi obtido como um soélido branco
com 42% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,64 mmol), a azida 3g (0,214 g; 1,46 mmol), ascorbato de sodio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry: 0,25 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 130-131 °C
IV (ART) vma/cm™: 3122, 2944, 2165, 1976, 1640, 1596, 1236 (Pag. 194).

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) &: 2,34 (s, 6H, CHa); 5,25 (s, 4H, H-1'); 5.50 (s,
4H, H-4"); 7,02 (d, 4H, J = 8,7 Hz, H-4/H-6); 7,06-7,09 (m, 4H, H-8'/H-10"); 7,17
(d, 2H, J = 7,5 Hz, H-6); 7,26 (t, 2H, J = 8,4 Hz, H-7’); 7,56 (s, 2H, H-3'); 7,75
(d, 4H, J = 8,7 Hz, H-3/H-7) (P4g. 192).

RMN de '3C (75 Hz, CDCls) &: 21,3 (CHs); 54,3 (C-4); 62,1 (C-1'); 114,2 (C-
4/C-6); 122,7 (C-3); 125,2 (C-6'); 128,9 C-8); 129,0 (C-7’); 129,6 (C-10’); 131,1
(C-2); 132,2 (C-3/C-7); 134,2 (C-5'); 139,0 (C-9'); 143,8 (C-2’); 161,4 (C-5);
194,3 (C-1) (Pag. 193).

ESI-MS DE ALTA RESOLU(;AO m/z [M+H]": Calculado para CasH33NgOs:
585,2609; encontrado: 585,2600 (Pag. 195).
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Sintese da bis(4-((1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metoxi)benzofenona (11)
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O composto 11 (0,177 g; 0,30 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 59% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,52 mmol), a azida 3h (0, 214 g; 1,46 mmol), ascorbato de sbdio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry 0,18 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 134-135°C

IV (ART) vmadcm™ 3031, 2917, 2364, 2022, 1976, 1640, 1599, 1246 (Pag.
198).

RMN de *H (300 Hz, CDCls) &: 2,35 (s, 6H, CHs); 5,24 (s, 4H, H-1'); 5,49 (s,
4H, H-4); 7,02 (d, 4H, J = 8,1 Hz, H-4/H-6); 7,20 (s, 4H, H-6’/H-7’/H-9’/H-10’);
7,53 (s, 2H, H-3), 7,75 (d, 4H, J = 8,1 Hz, H-3/H-7) (P&g. 196).

RMN de 3C (75 Hz, CDCl3) &: 21.2 (CHa); 54,1 (C-4"); 62,1 (C-1"); 114,2 (C-
4/C-6); 122,7 (C-3'); 128,2 (C-6//C-10’); 129,8 (C-7/C-9’); 131,0 (C-2); 131,3 (C-
5); 132,2 (C-3/C-7); 138,9 (C-8); 143,8 (C-2'); 161,4 (C-5); 194,3 (C-1) (PAg.
197).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]*: Calculado para CasH3sNgOs:
585,2609; encontrado: 585,2604 (Pag. 199).
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Sintese da bis(4-((1-(3-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

ilmetoxi)benzofenona (12)
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O composto 12 (0,181 g; 0,280 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 54% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,52 mmol), a azida 3i (0,206 g; 1,46 mmol), ascorbato de sédio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry: 0,10 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 171-172 °C
IV (ART) vmadcm™: 3101, 2351, 1976, 1642, 1599, 1528, 1246 (Pag. 202).

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) &: 5,30 (s, 4H, H-1); 5,66 (s, 4H, H-4’); 7,03 (d,
4H, J = 8,7 Hz, H-4/H-6); 7,56-7,61 (m, 4H, H-6'/H-7"): 7,67 (s, 2H, H-3'); 7,76
(d, 4H, J = 8,7 Hz, H-3/H-7); 8,17 (s, 2H, H-10’); 8,24 (d, 4H, J = 7,2 Hz, H-8")
(Pag. 200).

RMN de *3C (75 Hz, CDCls) &: 53,3 (C-4’); 62,0 (C-1'); 114,3 (C-4/C-6); 122,9
(C-3); 123,9 (C-8'); 130,4 (C-10); 131,2 (C-7’); 132,2 (C-2); 133,9 (C-3/C-7);
136,4 (C-6’); 144,5 (C-2’); 148,6 (C-9); 161,4 (C-5); 194,3 (C-1) (P4g. 201).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CazH,7NgO7:
647,1997; encontrado: 647,1995 (Pag. 203).
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Sintese da bis(4-((1-(2,4-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metoxi)benzofenona (13)

O composto 13 (0,185 g; 0,294 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 57% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,52 mmol), a azida 3j (0,246 g; 1,46 mmol), ascorbato de sodio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuSO4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Rt 0,16 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fuséo: 180- 181 °C
IV (ART) vmadcm™: 3140, 2886, 2009, 1978, 1638, 1600, 1259 (Pag. 206).

RMN de *H (300 Hz, CDCls) &: 5,26 (s, 4H, H-1), 5,56 (s, 4H, H-4’); 6,85-6,92
(m, 4H, H-6'/H-7°); 7,03 (d, 4H, J = 8,7 Hz, H-4/H-6); 7,26-7,36 (m, 2H, H-9");
7,70 (s, 2H, H-3)); 7,76 (d, 4H, J = 8,7 Hz, H-3/H-7) (P4g. 204).

RMN de 3C (75 Hz, CDCls) &: 47,3 (d, J = 3,8 Hz, C-4’); 62,0 (C-1°); 104,5 (t, J
= 25,2 Hz, C-9'); 112,2 (dd, J = 21,5 Hz e J = 3,8 Hz, C-7’); 114,2 (C-4/C-6);
117,8 (dd, J = 14,9 Hz e J = 3,8Hz, C-5'); 122,8 (C-3'); 131,1 (C-3/C-7); 131,8
(dd, J=9,9 Hz e J = 4,8 Hz, C-6'); 132,2 (C-2), 144,0 (C-2’): 161,4 (C-5); 162,1
(dd, J=52,1 Hz e J= 12,0 Hz, C-8'/C-10’); 194,3 (C-1) (P4g. 205).

ESI-MS DE ALTA RESOLU(;AO m/z [M+H]": Calculado para CaszHosF4NgOs3:
629,1919; encontrado: 629,1911 (Péag. 207).

39



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

ilmetoxi)benzofenona (14)
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O composto 14 (0,193 g; 0,310 mmol) foi obtido como um sdélido branco
com 60% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,52 mmol), a azida 3k (0,244 g; 1,46 mmol), ascorbato de sodio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry: 0,21 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 176-177 °C
IV (ART) vmax/cm™: 3098, 2943, 1970, 1640, 1599, 1257 (P4g. 210).

RMN de H (300 Hz, CDCl3) &: 5,27 (s, 4H, H-1)); 5,68 (s, 4H, H-4’); 7,03 (d,
4H, J = 8,7 Hz, H-4/H-6); 7,21-7,34 (m, 6H, H-6'/H-7"/H-8"); 7,43 (d, 2H, J = 8,7
Hz, H-9'): 7,67 (s, 2H, H-3'); 7,75 (d, 4H, J = 8,7 Hz, H-3/H-7) (P4g. 208).

RMN de 3C (75 Hz, CDCl3) &: 51,5 (C-4’); 62,0 (C-1'); 114,3 (C-4/C-6); 123,1
(C-3'); 127,6 (C-7’); 129,9 (C-8'); 130,4 (C-6’); 130,5 (C-9'); 131,1 (C-2); 132,2
(C-3/C-7); 132,2 (C-10"); 133,5 (C-5'); 143,8 (C-2)); 161,4 (C-5); 194,3 (C-1)
(Pag. 209).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]+Z Calculado para C33H27C|2N6032
625,1516; encontrado: 625,1505 (Pag. 211).
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Sintese da bis(4-((1-(2,6-diclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metoxi)benzofenona (15)
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O composto 15 (0,204 g; 0,294 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 57% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,52 mmol), a azida 3l (0,295 g; 1,46 mmol), ascorbato de sédio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Rs: 0,33 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 187-188 °C
IV (ART) vmadcm™: 3094, 2354, 1976, 1642, 1600, 1256 (Pag. 214).

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) &: 5,24 (s, 4H, H-1); 5,87 (s, 4H, H-4’); 7,03 (d,
4H, J = 8,7 Hz, H-4/H-6); 7,25-7,33 (m, 2H, H-8"); 7,41 (d, J = 8,1 Hz, H-7"/H-
9'): 7,62 (s, 2H, H-3); 7,75 (d, 4H, J = 8,7 Hz, H-3/H-7) (P4g. 212).

RMN de *3C (75 Hz, CDCls) &: 49,1 (C-4’); 62,1 (C-1'); 114,3 (C-4/C-6); 122,7
(C-3'); 128,9 (C-7/C-9); 129,9 (C-8); 131,1 (C-2); 131,2 (C-5); 132,2 (C-3/C-
7); 136,8 (C-6'/C-10’); 143,4 (C-2'); 161,4 (C-5); 194,3 (C-1) (P4g. 213).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+Na]": Calculado para
Cs3H24Cl4sNgNaO3: 717,3833; encontrado: 717,0584 (Pag. 215).
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Sintese da bis(4-((1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

ilmetoxi)benzofenona (16)
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O composto 16 (0,295 g; 0,413 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 51% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,52 mmol), a azida 3m (0,295 g; 1,46 mmol), ascorbato de sbdio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry: 0,24 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 166-167 °C
IV (ART) vmad/cm™: 3096, 2366, 1976, 1640, 1596, 1232 (P4g. 218).

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3) &: 5,28 (s, 4H, H-1); 5,68 (s, 4H, H-4’); 7,03 (d,
4H, J = 8,1 Hz, H-4/H-6); 7,20-7,29 (m, 6H, H-6'/H-7/H-8"); 7,33 (d, 2H, J = 7,8
Hz, H-9'): 7,68 (s, 2H, H-3'); 7,64 (d, 4H, J = 8,1 Hz, H-3/H-7) (P4g. 216).

RMN de *3C (300 Hz, CDCls) &: 53,9 (C-4’); 62,1 (C-1'); 114,3 (C-4/C-6); 123,1
(C-3’); 123,5 (C-10’); 128,3 (C-7°); 130,4 (C-8); 130,5 (C-6'); 131,1 (C-3/C-7);
132,2 (C-5'); 133,3 (C-9'); 133,9 (C-2); 143,8 (C-2'); 161,4 (C-5); 194,3 (C-1)
(Pag. 217).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+Na]™: Calculado para
Cs3H26BraNgNaO3: 737,3952; encontrado: 737,0310 (Pag. 219).
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Sintese da bis(4-((1-(4-trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

illmetoxi)benzofenona (17)

(17)

O composto 17 (0,100 g; 0,139 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 58% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,050 g; 0,17 mmol), a azida 3n (0,150 g; 0,69 mmol), ascorbato de sodio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuSO4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: R¢: 0,11 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 178-179 °C
IV (ART) vmadcm™: 3131, 2186, 1976, 1640, 1600, 1251 (P&g. 222).

RMN de H (300 Hz, CDCl3) &: 5,27 (s, 4H, H-1'): 5,61 (s, 4H, H-4’); 7,02 (d, J
= 8,7 Hz, H-7'/H-9'); 7,38 (d, 4H, J = 8,4 Hz, H-4/H-6); 7,63 (d, 6H, J = 9,6 Hz,
H-3'/H-6'/H-10); 7,75 (d, 4H, J = 8,4 Hz, H-3/H-7) (Pag. 220).

RMN de *3C (300 Hz, CDCls) &: 53,6 (C-4’); 62,0 (C-1'); 114,2 (C-4/C-6); 122,9
(C-3'); 123,7 (q, J = 270,75 Hz, OCFs); 126,2 (q, J = 7,5 Hz, C-7'/C-9’); 128,3
(C-2); 131,1 (g, J = 18,64 Hz, C-6’/C-10’); 132,2 (C-3/C-7); 138,3 (C-5'); 144,3
(C-2'); 161,3 (C-5); 194,3 (C-1) (Pag. 221).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CszsH27FsNgOs:
725,1942; encontrado: 725,1936 (Pag. 223).
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Sintese da bis(4-((1-(4-trifluorometil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

ilmetoxi)benzofenona (18)
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O composto 18 (0,209 g; 0,30 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 58% de rendimento a partir de bis(4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2a)
(0,150 g; 0,52 mmol), a azida 30 (0,293 g; 1,46 mmol), ascorbato de sédio
(0,082 g; 0,42 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,052 g; 0,21 mmol).

CCD: Ry: 0,13 (hexano/diclorometano/acetato de etila 3:1:3 v/v)
Faixa de fus&o: 161-162 °C
IV (ART) vmad/cm™: 3109, 2608, 1605, 1598, 1246 (Pag. 226).

RMN de 'H (300 Hz, CDCls) &: 5,27 (s, 4H, H-1'): 5,53 (s, 4H, H-4); 7,03 (d,
4H, J = 7,8 Hz, H-4/H-6); 7,23 (d, 4H, J = 8,3 Hz, H-6'/H-10"); 7,32 (d, 4H, J =
8,3 Hz, H-7'H-9"); 7,60 (s, 2H, H-3'); 7,76 (d, 4H, J = 7,8 Hz, H-3/H-7) (PAg.
224).

RMN de *3C (300 Hz, CDCls) &: 53,4 (C-4’); 62,0 (C-1'); 114,2 (C-4/C-6); 120,3
(g, J = 256,5 Hz, CF3); 121,6 (C-3'); 122,8 (C-7'/C-9’); 129,6 (C-6"/C-10’); 131,1
(C-8'); 132,2 (C-2), 133,0 (C-3/C-7); 144,2 (C-5'); 149,5 (C-2’); 161,4 (C-5);
194,3 (C-1) (Pag. 225).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]+: Calculado para C35H27FgN6O3:

693,2043; encontrado: 693,2024 (Pag. 227).
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Sintese da (2-hidroxi-4-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)benzofenona
(19)
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A um baldo de fundo redondo (10 mL) foram adicionados 2-hidroxi-4-
(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona (2b) (0,150 g, 0,64 mmol), a azida 3a (0,194 g,
1,46 mmol), ascorbato de sédio (0,082 g, 0,42 mmol), 1,50 mL de DCM e 1,50
mL de agua. Em seguida, adicionou-se CuS0,4.5H,0 (0,052 g, 0,21 mmol). A
mistura reacional foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente por
aproximadamentel hora e monitorada por CCD. Terminada a reacdo, uma
solucdo aquosa de Na,COj; foi adicionada e a solucéo resultante foi extraida
com diclorometano (3 x 20 mL). As fases organicas foram reunidas e, em
seguida, foi seca sulfato de sodio anidro (Na,S0Q,), filtrada e concentrada sobre
pressdo reduzida. O composto 19 (0,172 g; 0,446 mmol) foi purificado por
coluna cromatografica de silica gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v/v)
e concentrado sob pressao reduzida, fornecendo um soélido branco em 78% de

rendimento.
CCD: R¢. 0,33 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
Faixa de fuséo: 98,4-99,8 °C

IV (ART) vmad/cm™: 3137, 2923, 2856, 2364, 2159, 2021, 1618, 1596, 1573,
1497, 1340, 1252, 1161, 1111, 1049, 1001, 978, 805, 679, 619 cm™ (Pag. 230).

RMN de *H (300 Hz, CDCls): 5,21 (s, 2H, H-1°); 5,54 (s, 2H, H-4'); 6,46 (dd, 1H,
J=8,9Hze =21 Hz H-6); 6,59 (s, 1H, H-4); 7,28 (dd, 1H, J=6,8 Hz e J =
2,2 Hz, H-6"); 7,36-7,38 (M, 3H, H-7"/H-8'/H-9'); 7,45-7,53 (m, 4H, H-7/H-10/H-
11/H-12); 7,57 (s, 1H, H-3'); 7,61 (d, 2H, J = 6,9 Hz, H-9/H-13); 12,64 (s, 1H,
OH) (Pag. 228).
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RMN de *3C (75 Hz, CDCls): 54,2 (C-4’); 62,0 (C-1’); 102,0 (C-4); 107,4 (C-6);
113,4 (C-2); 122,8 (C-3’); 122,9 (C-8’); 128,1 (C-10/C-12); 128,3 (C-6'/C-10’);
129,1 (C-7/C-9); 131,5 (C-9/C-13); 134,2 (C-7); 135,3 (C-5'); 1354 (C-8);
138,0 (C-2'); 164,5 (C-3); 166,0 (C-5); 200,0 (C-1) (P4g. 229).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para Ci3HyoN3zOa:
386,1499; encontrado 386,1497 (Pag. 231).

Os compostos 20-29 foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparacdo do composto acima descrito. A seguir,
estdo descritas as informac6es relativas as reacdes e os dados obtidos para a
sua completa identificagéo.

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(3-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

ilmetoxi)benzofenona (20)
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O composto 20 (0,212 g; 0,531 mmol) foi obtido como um sdélido branco
com 89% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3g (0,104 g; 0,71 mmol), ascorbato de sédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).

CCD: Rt 0,47 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)

FAixa de fusédo: 77,0-78,0 °C
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IV (ART) vmad/cm™: 3138, 3058, 2923, 2366, 1618, 1574, 1501, 1445, 1341,
1254, 1189, 1162, 1113, 1003, 910, 699 cm™ (Pag. 234).

RMN de 'H (300 Hz, CDCl3): 2,34 (s, 3H, CHa); 5,22 (s, 2H, H-1"); 5,50 (s, 2H,
H-4"); 6,46 (dd, 1H, J = 9,0 Hz e J = 2,1 Hz, H-6); 6,59 (s, 1H, H-4); 7,08 (d, 2H,
J = 6,6 Hz, H-6'/H-8); 7,17 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-10'); 7,26 (t, 1H, 7,5 Hz, H-9');
7,46-7,54 (M, 4H, H-7/H-10/H-11/H-12); 12,63 (s, 1H, OH) (P4g. 232).

RMN de *C (75 Hz, CDCl3): 21,1 (CHs); 54,3 (C-4’); 62,1 (C-1’); 102,1 (C-4);
107,5 (C-6); 113,5 (C-2); 122,8 (C-3’); 122,9 (C-10’); 125,2 (C-8); 128,3 (C-
10/C-12); 128,9 (C-9'); 129,0 (C-9/C-13); 129,6 (C-6’); 131,5 (C-7); 134,2 (C-
11); 135,4 (C-5); 138,1 (C-8); 139,1 (C-7’); 143,4 (C-2'); 164,6 (C-3); 166,1 (C-
5); 200,1 (C-1) (Pag. 233).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para Cy4H25N3Os:
400,1656; encontrado 400,1657 (Pag. 235).

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metoxi)benzofenona (21)
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O composto 21 (0,177 g; 0,422 mmol) foi obtido como um soélido branco
com 71% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3c (0,119 g; 0,71 mmol), ascorbato de sédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuSO4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).

CCD: Rt 0,30 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
Faixa de fuséo: 87,6-88,8 °C
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IV (ART) vma/cm™: 3138, 3058, 3028, 2923, 2366, 1618, 1574, 1501, 1406,
1445, 1341, 1253, 1225, 1161, 1188, 1111, 1049, 1002, 978, 909, 801, 734,
698, 615 (Pag. 238).

RMN de 'H (300 Hz, CDCls): 5,22 (s, 2H, H-1°); 5,51 (s, 2H, H-4’); 6,46 (dd, 1H,
J1=2,1 Hz e J, = 9,0 Hz, H-6); 6,59 (s, 1H, H-4); 7,15 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-
6'/H-10"); 7,35 (d, 2H, J = 8,1 Hz, H-7'/H-9); 7,46-7,54 (m, 4H, H-7/H-10/H-
11/H-12); 7,57 (s, 1H, H-3); 7,61 (d, 2H, J = 7,8 Hz, H-9/H-13), 12,64 (s, 1H,
OH) (P4ag. 236).

RMN de *3C (75 Hz, CDCIs): 53,6 (C-4’); 62,1 (C-1’); 102,1 (C-4); 107,4 (C-6);
113,6 (C-2); 122,8 (C-3'); 122,9 (C-10/C-12); 128,3 (C-9/C-13); 128,8 (C-7’/C-
9'); 129,4 (C-6'/C-10"); 129,5 (C-7); 131,6 (C-11); 132,8 (C-8'); 134,9 (C-5);
138,1 (C-8); 143,6 (C-2’); 164,5 (C-3); 166,0 (C-5); 200,1 (C-1) (P4g. 237).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para C,3H20CIN3Os:
420,1109; encontrado 420,1109 (Pag. 239).

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(3-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metoxi)benzofenona (22)
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O composto 22 (0,186 g; 0,422 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 73% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3 (0,126 g; 0,71 mmol), ascorbato de sbédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuS0O4.H,0O (0,03 g; 0,12 mmol).

CCD: Ry: 0,24 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
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FAixa de fusao: 127,9-128,3 °C

IV (ART) vmax/cm™: 3143, 3058, 2966, 2933, 1700, 1619, 1597, 1574, 1492,
1341, 1253, 1225, 1161, 1188, 1111, 1002, 909, 801, 734, 698, 615 (Pag. 242).

RMN de *H (300 Hz, CDCl3): 5,25 (s, 2H, H-1'); 5,66 (s, 2H, H-4); 6,46 (dd, 1H,
Ji1 = 2,1Hz e J, = 9 HZ, H-6); 6,58 (s, 1H, H-4); 7,45-7,62 (m, 8H, H-7/H-9/H-
10/H-11/H-12/H-13/H-9'/H-10"); 7,69 (s, 1H, H-3'); 8,16 (s, 1H, H-8"); 8,21 (d,
1H, J = 7,5 Hz, H-8); 12,62 (s, 1H, OH) (Pag. 240).

RMN de *3C (75 Hz, CDCls): 53,2 (C-4’); 62,0 (C-1’); 102,1 (C-4); 107,4 (C-6);
113,9 (C-2); 123,0 (C-3’); 123,1 (C-8'); 123,9 (C-6’); 128,3 (C-10/C-12); 128,8
(C-9/C-13); 130,4 (C-9’); 131,6 (C-7); 133,7 (C-11); 135,5 (C-10’); 136,4 (C-8);
138,0 (C-5'), 143,9 (C-2'); 148,5 (C-7’); 164,5 (C-3); 166,0 (C-5); 200,1 (C-1)
(Pag. 241).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para Cy3HigN4Os:
431,1349; encontrado 431,1353 (Pag. 243).

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metoxi)benzofenona (23)

O OH
9

10 1 4 "
11 13 7
12
3 &7
(23) .

O composto 23 (0,261 g; 0,562 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 95% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3 (0,149 g; 0,71 mmol), ascorbato de sédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).
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CCD: R 0,41 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
Faixa de fuséo: 121,3-122,2 °C

IV (ART) vma/cm™: 3143, 3058, 2929, 1700, 1618, 1597, 1574, 1528, 1502,
1445, 1344, 1253, 1225, 1189, 1162, 1112, 1003, 979, 909, 836, 803, 732, 732,
699, 629 (P4g. 247).

RMN de *H (300 Hz, CDCls): 5,22 (s, 2H, H-1°); 5,49 (s, 2H, H-4’); 6,46 (dd, 1H,
J1=2,3Hze J,=8,7 Hz, H-6); 6,59 (s, 1H, H-4); 7,15 (d, 2H, H-6"/ H-10’); 7,46-
7,63 (M, 9H, H-3/H-7"/H-9'/H-7/H-9/H-10/H-11/H-12/H-13); 12,64 (s, 1H, OH)
(Pag. 245).

RMN de *3C (75 Hz, CDCls): 53,6 (C-4’); 62,1 (C-1’); 102,1 (C-4); 107,4 (C-6);
113,6 (C-2); 122,8 (C-8’); 122,9 (C-3); 123,1 (C-10/C-12); 128,3 (C-9/C-13);
128,8 (C-6'/C-10’); 129,7 (C-7); 131,6 (C-7/C-9); 132,4 (C-11); 133,3 (C-5);
138,1 (C-8); 143,6 (C-2’), 164,6 (C-3); 166,1 (C-5); 200,1 (C-1) (P4g. 246).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para C,3H19BrN3Os:
464,0604; encontrado 464,0601 (P&ag. 248).

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(2,4-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

ilmetoxi)benzofenona (24)

(24) 10" 9

O composto 24 (0,116 g; 0,401 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 46% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3 (0,117 g; 0,71 mmol), ascorbato de sédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).
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CCD: Rt 0,32 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
Faixa de fus&o: 108,6-109,6 °C

IV (ART) vmad/cm™: 3151, 3099, 2923, 1621, 1595, 1573, 1505, 1445, 1429,
1349, 1342, 1281, 1260, 1184, 1159, 1121, 1095, 1047, 1004, 979, 936, 910,
846, 788, 696, 629, 654 (Pag. 250).

RMN de 'H (300 Hz, CDCly): 5,22 (s, 2H, H-1"); 5,56 (s, 2H, H-4’); 6,47 (dd, 1H,
J1=2,0Hz e J, = 9,0 Hz, H-6); 6,60 (s, 1H, H-4); 6,88-6,92 (m, 2H, H-7'/ H-9');
7,26-7,36 (m, 1H, H-10’); 7,46-7,56 (m, 4H, H-7/H-10/H-11/H-12); 7,62 (d, 2H, J
= 6,9 Hz, H-9/H-13); 7,67 (s, 1H, H-3"); 12,63 (s, 1H, OH) (Pag. 248).

RMN de 3C (75 Hz, CDCls): 47,3 (C-4’): 62,1 (C-1°); 102,2 (C-4); 104,4 (q, J =
25,6 Hz, H-7"); 107,4 (C-6); 112,3 (C-9'); 113,5 (C-2); 123,0 (C-3"); 128,3 (C-
10/C-12); 128,8 (C-9/C-13); 131,6 (C-7); 131,7 (g, J = 5,0 HZ, C-10’); 135,4 (C-
11); 138,1 (C-8); 143,5 (C-2’), 164,6 (C-3); 166,1 (C-5); 200,1 (C-1) (P4g. 249).

ESI-MS DE ALTA RESOLUQAO m/z [M+H]+Z Calculado para Co3H18F2N303:
422,1310; encontrado 422,1309 (Pag. 251).

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(4-(trifluorometil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

illmetoxi)benzofenona (25)

O OH
9 Q
11 13 7 '
3 z O/\t

N\
N

6 7

(25) 10" 9'

3

O composto 25 (0,253 g; 0,558 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 94% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3 (0,143 g; 0,71 mmol), ascorbato de sédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).
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CCD: Ry 0,28 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
FAixa de fusdo: 132,9-1335°C

IV (ART) vmad/cm™: 3137, 3087, 2926, 2366, 2016, 1618, 1597, 1573, 1503,
1445, 1419, 1322, 1252, 1159, 1111, 1065, 1017920, 808, 701 cm™ (Pag. 72).

RMN de H (300 Hz, CDCls): 5,23 (s, 2H, H-1'); 5,61 (s, 2H, H-4'); 6,47 (d, 1H,
J = 8,7 Hz, H-6); 6,59 (s, 1H, H-4): 7,38 (d, 2H, J = 8,1 HZ, H-6/H-10’); 7,45-
7,56 (m, 4H, H-7/H-10/H-11/H-12); 7,60-7,62 (m, 4H, H-9/H-13/H-7'/H-9"); 7,65
(s, 1H, H-3"); 12,61 (s, 1H, OH) (Pag. 70).

RMN de *3C (75 Hz, CDCls): 53,6 (C-4’); 62,1 (C-1'); 102,2 (C-4); 107,4 (C-6);
113,6 (C-2); 122,9 (C-3'); 126,1 (q, J1 = 3,6 Hz e J, = 7,5 Hz, C-7°/C-9’); 128,2
(C-10/C12); 128,3 (C-9/C-13); 128,8 (C-8'); 131,5 (C-6'/C-10’); 135,4 (C-8);
138,1 (C-5); 143,8 (C-2’); 164,5 (C-3); 166,1 (C-5), 200,1 (C-1) (P4g. 71).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CysH19F3N3Os:
454,1373; encontrado 454,1374 (Pag. 252).

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

ilmetoxi)benzofenona (26)

6 7
475 8 ocF
(26) @ °

O composto 26 (0,261 g; 0,556 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 93% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3 (0,143 g; 0,71 mmol), ascorbato de sbédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).
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CCD: Rt 0,28 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
Faixa de fusdo: 97,3-98,5 °C

IV (ART) vmad/cm™: 3135, 2923, 2852, 2364, 2163, 1702, 1619, 1597, 1508,
1445, 1342, 1250, 1217, 1157, 1111, 1002, 918, 808, 699, 598 cm™ (P4g. 255).

RMN de H (300 Hz, CDCly): 5,22 (s, 2H, H-1"); 5,54 (s, 2H, H-4’); 6,45 (dd, 1H,
Ji1= 1,8 Hz e J,= 9,0 Hz, H-6); 6,59 (s, 1H, H-4); 7,21 (d, 2H, J= 8,3 Hz, H-7'/H-
9); 7,31 (d, 2H, J= 8,3 Hz, H-6'/H-10"); 7,44-7,55 (m, 4H, H-7/H-10/H-11/H-12);
7,59 (s, 2H, H-9/H-13): 7,62 (s, 1H, H-3'); 12,60 (s, 1H, OH) (Pag. 253).

RMN de *3C (75 Hz, CDCls): 53,4 (C-4'); 62,1 (C-1’); 102,2 (C-4); 107,4 (C-6);
113,6 (C-2); 120,4 (q, J= 249,5 Hz, OCF3); 121,5 (C-7'/C-9’); 122,8 (C-10/C-12);
128,3 (C-6'/C-10’); 128,8 (C-9/C-13); 129,6 (C-7); 131,5 (C-11); 133,1 (C-5);
135,4 (C-8); 149,5 (C-8’); 164,4 (C-3); 166,1 (C-5); 200,0 (C-1) (P4g. 254).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CysH19F3N304:
470,1322; encontrado 470,1318 (Pag. 256).

Sintese da 2-hidroxi-4-((1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

illmetoxi)benzofenona (27)

O composto 27 (0,231 g; 0,452 mmol) foi obtido como um sélido branco
com 78% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3 (0,184 g; 0,71 mmol), ascorbato de sédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).

CCD: Rt 0,28 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
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Faixa de fusao: 144,8-145,8 °C

IV (ART) vma/cm™: 3141, 3060, 2922, 2853, 2360, 1734, 1618, 1595, 1574,
1501, 1486, 1445, 1402, 1341, 1252, 1188, 1112, 977, 935, 796, 757, 699, 619,
598, 532, 472 cm™ (Pag. 259).

RMN de *H (300 Hz, CDCl3): 5,20 (s, 2H, H-1'); 5,46 (s, 2H, H-4’); 6,44 (d, 1H,
J=9,0 Hz, H-6); 6,59 (s, 1H, H-4); 7,00 (d, 2H, J= 8,3 Hz, H-6'/H-10"); 7,43-7,54
(m, 4H, H-7/H-10/H-11/H-12); 7,59 (d, 3H, J= 8,3 Hz, H-3/H-7"/H-9'); 7,68 (d,
2H, J= 8,4 Hz, H-9/H-13); 12,61 (s, 1H, OH) (Pag. 257).

RMN de *C (75 Hz, CDCls): 53,7 (C-4’); 62,0 (C-1'); 94,7 (C-8'); 102,1 (C-4);
107,4 (C-6); 113,5 (C-2); 122,9 (C-3'); 128,3 (C-10/C-12); 128,8 (C-9/C-13);
129,9 (C-7); 131,6 (C-11); 134,0 (C-6’/C-10’); 135,4 (C-5'); 138,1 (C-8), 138,3
(C-7°/C-9’); 143,6 (C-2'); 164,6 (C-3); 166,1 (C-5); 200,1 (C-1) (PA4g. 258).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CzsHigIN3Os:
512,0465; encontrado 512,0452 (P&g. 260).

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(piridin-2-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metoxi)benzofenona (28)

O OH

g Q
10 1 4 "
11 13 7 LN,
12 6 O/\t N
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L N @
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S
(28) AT

g

O composto 28 (0,156 g; 0,404 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 68% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3 (0,095 g; 0,71 mmol), ascorbato de sédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuS0O4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).

CCD: Rt 0,45 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
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Faixa de fusao: 103,9-104,0 °C

IV (ART) vmad/cm™ 3141, 3052, 2924, 2852, 1752, 1621, 1549, 1574, 1500,
1441, 1345, 1257, 1223, 1164, 1113, 1047, 1051, 997, 976, 935, 910, 838, 751,
697, 617, 596, 535, 466 cm™ (Pag. 263).

RMN de 'H (300 Hz, CDCly): 5,23 (s, 2H, H-1"); 5,65 (s, 2H, H-4’); 6,46 (dd, 1H,
Ji=1,5 Hz, J,= 9,0 Hz, H-6); 6,60 (s, 1H, H-4); 7,22 (d, 1H, J= 8,1 Hz, H-8);
7,27 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-9’); 7,44-7,55 (m, 4H, H-7/H-10/H-11/H-12); 7,61 (d,
2H, J = 7,0 Hz, H-9/H-13); 7,69 (t, 1H, J = 7,7 Hz, H-7’); 7,84 (s, 1H, H-3'); 8,58
(or, 1H, H-6'): 12,62 (s, 1H, OH) (Pag. 261).

RMN de *3C (75 Hz, CDCls): 55,7 (C-4’); 62,1 (C-1’); 102,1 (C-4); 107,5 (C-6);
113,5 (C-2); 122,6 (C-7’); 123,5 (C-3’); 123,7 (C-9'); 128,3 (C-1/C-12); 128,8 (C-
9/C-13); 131,5 (C-7); 135,4 (C-11); 137,4 (C-8); 138,1 (C-8); 143,3 (C-2");
149,8 (C-6'); 154,1 (C-5'); 164,6 (C-3); 166,1 (C-5); 200,1 (C-1) (P4g. 262).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]*: Calculado para Cy;HigN4Os:
387,1451; encontrado 387,1453 (P&g. 263).

Sintese da (2-hidroxi-4-((1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-1H-1,2,3-triazol-
4-il)metoxi) benzofenona (29)

O OH
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O composto 29 (0,088 g; 0,228 mmol) foi obtido como um sdlido branco
com 35% de rendimento a partir de 2-hidroxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzofenona
(2b) (0,150 g; 0,71 mmol), a azida 3 (0,125 g; 0,71 mmol), ascorbato de sédio
(0,05 g; 0,24 mmol) e CuSO4.H,0 (0,03 g; 0,12 mmol).
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CCD: Ry 0,38 (hexano/ acetato de etila 2:1 v/v)
Faixa de fuséo: 144,7-145,9 °C

IV (ART) vma/cm™: 2922, 2852, 1620, 1597, 1575, 1502, 1491, 1445, 1342,
1248, 1189, 1162, 1113, 1035, 1003, 923, 801, 741, 699, 615, 598, 532, 465
cm™ (Pag. 267).

RMN de *H (300 Hz, CDCl3): 5,21 (s, 2H, H-1"); 5,42 (s, 2H, H-4’); 5,96 (s, 2H,
H-11); 6,46 (dd, 1H, Ji;= 2,4 Hz e J,= 9,0 Hz, H-6); 6,59 (s, 1H, H-4); 6,75 (s,
1H, H-6'); 6,79 (s, 2H, H-9/H-10'); 7,45-7,53 (m, 4H, H-7/H-10/H-11/H-12); 7,55
(s, 1H, H-3"); 7,61 (d, 2H, J= 7,8 Hz, H-9/H-13) 12,63 (s, 1H, OH) (Pag. 265).

RMN de C (75 Hz, CDCly): 54,2 (C-4’); 62,1 (C-1); 101,5 (C-11°)102,2 (C-4);
107,4 (C-6); 108,5 (C-9'); 108,6 (C-6); 113,5 (C-2); 122,1 (C-3); 122,6 (C-10);
127,8 (C-10/C-12); 128,3 (C-9/C-13); 128,8 (C-5'); 131,5 (C-7); 135,4 (C-11);
138,1 (C-8); 143,4 (C-2'); 148,2 (C-8); 148,3 (C-7'); 164,6 (C-3); 166,1 (C-5);
200,1 (C-1) (P4g. 266).

ESI-MS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]": Calculado para CzsH2oN3Os:
430,1397; encontrado 430,1397 (Pag. 268).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em uma primeira etapa foi realizada a sintese das azidas organicas

partindo de brometos benzilicos com diferentes substituintes (Esquema 3).

Para a preparagdo das azidas organicas, utilizou-se a reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular de segunda ordem (SN;) entre a azida de
sédio, brometos benzilicos e DMSO como solvente polar aprotico. As azidas
foram obtidas em rendimentos que variam de bons a 6timos (Tabela 1),
equivalente aos encontrados na literatura (Alvarez & Alvarez, 1997; Zhu et al.,
2014).
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Reagentes e Condigdes: (i) brometo de propargila, K,CO3, acetona, refluxo, 24 h; (ii) Azida organica, CuSQO,.5H,0, ascorbato de sddio, DCM/H,0 (1:1 v/v), 25 °C, 1-6 h.

Esquema 3: Etapas para obtencado dos derivados triazdlicos a partir de benzofenonas hidroxiladas.
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Tabela 1: Rendimentos das azidas organicas obtidas a partir de brometos

benzilicos e alcoois.

Item Brometos e Alcoois Azida Rendimento (%)
o ot
F F
Cl Cl
Br Br
TS e
| |
CH, CH,
AN ¢ A
CHs CH,
S S A o A
H,C H,C
NO, NO,
P> S o o
F F F F
3k cor oo
Cl Cl
3 Cl Cl 94
ooy
Cl Cl
" oy oce o
Br Br
F,CO F,CO
© o ot
FsC FsC
(0] (@]
3q | X | X 85
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Em uma segunda etapa, procedeu-se a sintese para a obtencdo dos

derivados propargilicos 2a e 2b (Esquema 3).

Os derivados propargilicos 2a e 2b tiveram suas estruturas
determinadas utilizando-se principalmente técnicas de RMN de 'H e de °C.

No espectro de RMN de *H do composto 2a (Fig. 7) observa-se simpleto
de deslocamento quimico igual a 2,57 e integrado para dois hidrogénios,
corresponde ao hidrogénio H-3' do alcino terminal. J& o simpleto com
deslocamento quimico igual 4,77 integrado para quatro hidrogénios
corresponde ao H-1'. Na porgdo aromatica, o primeiro dupleto com
deslocamento quimico 7,04 integrado para quatro hidrogénios foi atribuido aos
hidrogénios H-4 e H-6 (J = 8,3 Hz) e 0 segundo dupleto com deslocamento
quimico 7,80 integrado para quatro hidrogénios corresponde aos hidrogénios
H-3 e H-7 (J = 8,3 Hz). O maior deslocamento quimico observado para 0s
hidrogénios H-3 e H-7 ocorre devido a proximidade desses ao grupo carbonila,
o qual é fortemente retirador de elétrons. O valor idéntico para a constante de
acoplamento J = 8,3 Hz, confirma o acoplamento em orto para os hidrogénios
aromaticos H-3/ H-7 e H-4/H-6.

_~7.810
7782
_~7.053
™-7.026
4.773
2571

H-1'

~
T — H-3'

4.44{
4.41—
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T
.5 2.0

~

T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
ppm

Figura 7: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 2a.
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No espectro de RMN de **C do composto 2a (Fig. 8) o sinal observado
com deslocamento quimico igual a 55,9 foi atribuido ao carbono metilénico C-
1’. O sinal do carbono de hibridizagdo sp (C-3’) pode ser observado com
deslocamento quimico igual a 76,1. O sinal com deslocamento quimico igual a

194,3 é referente ao carbono carbonilico.

194.296
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131336
114.347
_76.608
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Figura 8: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 2a.

A Figura 9 traz o espectro no Infravermelho do composto 2a. A
presenca da banda em 3219 cm™ é relativa ao estiramento da ligacédo C-H de
alcinos, juntamente com a banda em 2112 cm™ referente ao estiramento
carbono-carbono de ligacéo tripla, confirmam a presenca de alcino terminal na
molécula. As outras bandas que se destacam sdo 1283 cm™ do estiramento da
ligacdo C-O de éter e 1598 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C=0 de
cetonas. O deslocamento em menor frequéncia para o estiramento da ligacao
C=0 de cetonas pode ser observado devido ao efeito de deslocalizacéo

eletrbnica causado pela presenca de dois anéis aromaticos ligados ao carbono
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da carbonila, uma vez que o alongamento da ligacdo C=0 reduz a frequéncia
de absorcao (SILVERSTEIN, 2000).
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Figura 9: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 2a.

No espectro de RMN de 'H do composto 2b (Fig. 11), o tripleto com
deslocamento quimico igual a 2,58 e integrado para um hidrogénio refere-se ao
hidrogénio H-3’ do alcino terminal (J = 2,4 Hz). O valor da constante de
acoplamento encontrada para o H-3’ corresponde com os valores encontrados

na literatura para alcinos terminais (Fig. 10) (Prestsch et al., 2000).

191 215 112 jap=26Hz
HTCH2_CH3 Jac=0Hz
a b ¢ Jbo=7,4 Hz

Figura 10: Valores descritos para as constantes de acoplamento de alcino
terminal. Adaptado de Prestsch et al. (2000).
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O dupleto com deslocamento quimico igual a 4,74 e integrado para dois
hidrogénios corresponde aos hidrogénios H-1" (J = 2,3 Hz). Na porcao
aromatica, os hidrogénios aromaticos H-4 e H-6 apresentam um deslocamento
quimico menor que os demais devido a proximidade destes com a hidroxila e o
éter, respectivamente. O duplo dupleto integrado para um hidrogénio com
deslocamento quimico igual a 6,48 e com constantes e acoplamento J= 9,0 Hz
e J = 2,7 Hz corresponde ao hidrogénio aromatico H-6. O dupleto com
deslocamento quimico igual a 6,61 corresponde ao hidrogénio H-4, o valor
encontrado para a constante de acoplamento de H-4 (J = 2,4 Hz) é similar a
valores descritos por Prestsch e colaboradores (2000) (Fig. 12). Ja o simpleto
com deslocamento quimico igual a 12,63 e integrado para um hidrogénio

refere-se ao hidrogénio da hidroxila.
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7,09

Jab=8,2 Hz
Jac=1,1 Hz
Jad=0,5 Hz
Jae= 2,7 Hz

6,82
Jbc=7,4 Hz

Jbd=1,7 Hz

Figura 12: Valores descritos para as constantes de acoplamento de hidrogénio
aromaticos proximos a hidroxilas. Adaptado de Prestsch et al. (2000).

No espectro de RMN de **C do derivado 2b (Fig. 13) o sinal observado
com deslocamento quimico igual a 55,9 foi atribuido ao carbono metilénico C-
1’. O sinal do carbono de hibridizagdo sp (C-3’) pode ser observado com
deslocamento quimico igual a 76,4. O sinal com deslocamento quimico igual a

200,1 é referente ao carbono carbonilico.
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Figura 13: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls) do composto 2b.

A Figura 14 traz o espectro no Infravermelho do composto 2b. A banda

com nimero de onda em 3301 cm™ é relativa ao estiramento da ligagédo C-H de
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alcinos, juntamente com a banda em 2120 cm™ referente ao estiramento
carbono-carbono de ligacao tripla confirmando a presenca de alcino terminal na
molécula. As outras bandas que se destacam em 1249 cm™ s&o relativas ao
estiramento da ligacdo C-O de éter e em 1620 cm™ referente ao estiramento da
ligacdo C=0O de cetonas. O deslocamento em menor frequéncia para o
estiramento da ligacdo C=0 de cetonas pode ser observado devido ao efeito
da formacgédo de ligacdo de hidrogénio intramolecular com a hidroxila no
carbono a. Esta ligacdo de hidrogénio resulta no enfraquecimento da ligagao

C=0, com consequente diminuicdo na frequéncia de absorcdo (BARBOSA,
2007).
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Figura 14: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 2b.

Conforme mostrado no Esquema 3 (pag. 60), os compostos triazélicos
foram obtidos via reacdo click entre os derivados propargilicos 2a e 2b e as
azidas organicas 3a-3q. Os compostos triazélicos foram obtidos com
rendimentos que variam de 35% a 95 %, sendo que para os derivados
triazolicos obtidos a partir da 2,4-diidroxibenzofenona o tempo reacional foi

relativamente curto de aproximadamente 60 minutos.

Os derivados triazoélicos 4-29 tiveram suas estruturas determinadas
utilizando-se principalmente técnicas de RMN de 'H e de **C. Como modelo da

identificacéo dos derivados triazolicos foram escolhidos os compostos 5 e 25.

65



No espectro de RMN de *H do composto 5 (Fig. 15), os simpletos com
deslocamentos quimicos iguais a 5,25 e 5,51 e integrados para quatro
hidrogénios cada, correspondem aos hidrogénios metilenicos H-1" e H-4’,
respectivamente. O maior deslocamento quimico observado para o H-4’ é
devido ao efeito de anisotropia magnética causado pelo anel triazélico e pelo
anel aromatico com substituinte flior na posi¢cao para que diminui a densidade
eletrbnica deste atomo de hidrogénio através da retirada elétrons pelo efeito

indutivo.

O tripleto com descolamento quimico igual a 7,03 com constante de
acoplamento J = 8,7 Hz é equivalente aos hidrogénios H-7’ e H-9’. Ja o dupleto
com deslocamento quimico igual 7,09 e com constante de acoplamento J = 8,7
Hz foi atribuido aos hidrogénios H-4 e H-6. Pode-se observar que houve
sobreposicao dos sinais relativos ao tripleto formado entre o atomo de fldor e
os atomos de hidrogénio H-7’ e H-9’ com o dupleto formado pelos atomos de
H-4 e H-6. O simpleto com deslocamento quimico igual a 7,56 e integrado para
dois hidrogénios é correspondente aos hidrogénios ligado ao carbono do anel
triazolico H-3'. Este maior deslocamento quimico pode ser justificado pela
diminuicdo de densidade eletrénica causada pela deslocalizacdo eletrénica no
anel triazolico. O dupleto com deslocamento quimico igual 7,74 e com
constante de acoplamento igual a J = 8,7 Hz é referente aos hidrogénios H-3 e
H-7.
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Figura 15: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 5.

No espectro de RMN de **C do composto 5 (Fig. 16), os carbonos sp®
aparecem com deslocamentos quimicos iguais a 53,5 e 62,1 sao referentes
aos carbonos C-1’ e C-4'.
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Figura 16: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls;) do derivado
triazolico 5.

Os sinais com deslocamento quimico iguais a 116,2 (d, J = 21,5 Hz, C-
7'/C-9’), 130,4 (d, J = 8,5 Hz, C-6’/C-10’); 130,2 (d, J = 3,2 Hz, C-5’), 162,9 (d, J
=246,9 Hz, C-8’) apresentam-se como dupleto devido ao acoplamento entre os
atomos de carbono e flor. Tanto os valores de RMN de **C como as

constantes de acoplamento estdo de acordo com os valores descritos na

literatura (Fig. 17) (Prestsch et al., 2000).
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163,3 10=245,0

155 2)=21,0
130,1 3J =78
1241 4= 3’2

Figura 17: Valores descritos de Carbono-13 e constantes de acoplamento *°F-
13C. Adaptado de Prestsch et al. (2000).

Os sinais com deslocamento quimico iguais a 122,7 e 144,0 sao
referentes aos carbonos C-3' e C-2' do anel triazdlico. J& o sinal com

deslocamento quimico igual a 194,3 foi atribuido ao carbono carbonilico C-1.

No espectro no Infravermelho para o composto 5 (Fig. 18), foram
observadas as principais bandas esperadas para a estrutura proposta. A banda
em 3137 cm™ é relativa ao estiramento da ligacdo C-H de aromaticos. As
bandas de estiramento C-H de alifaticos aparecem em 2923 e 2869 cm™. Em
1639 cm™ observa-se a banda de estiramento da ligagdo N=N do anel
triazélico. A banda em 1559 cm™ é referente ao estiramento da ligacdo C=0 de
cetonas. As bandas em 1507, 1459, 1413 e 1305 cm™ sdo referentes ao
estiramento da ligacdo C-C de aromaticos e em 1225 cm™ observa-se uma
banda referente ao estiramento C-O de éteres. Ja as bandas em 1120, 1050,
998 e 926 cm™ sdo referentes & deformacao angulares no plano da ligacdo C-H
de aromaticos. Em 815 cm™ observa-se a banda de deformacdo angular da
ligagdo C-H de aromaéticos. E em 763 e 683 cm™ constam as bandas de

deformacgédo angular fora do plano da ligacdo C-C de aromaticos.
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Figura 18: Espectro no infravermelho (ATR) do composto 5.

Para o composto 25, no espectro de RMN de 'H (Fig. 19) pode-se
observar dois simpletos com deslocamentos quimicos iguais a 5,23 e 5,61 e
integrados cada um dos sinais para dois hidrogénios, que correspondem aos
hidrogénios H-1" e H-4’, respectivamente. O dupleto com deslocamento
guimico igual a 6,47 e constante de acoplamento J = 8,7 Hz é referente ao
hidrogénio H-6. JA4 o simpleto com deslocamento quimico igual a 6,59 e
integrado para um hidrogénio € referente ao hidrogénio H-4. Na regido dos
hidrogénios aromaéticos, pode-se observar um dupleto com deslocamento
guimico igual 7,38 e constante de acoplamento de J = 8,1 Hz que corresponde
aos hidrogénios H-6° e H-10. Os demais hidrogénios aromaticos estéo
distribuidos em dois multipleto nesta regido. O simpleto com maior

deslocamento quimico (12,61) é referente ao hidrogénio da hidroxila fendlica.
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Figura 19: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do derivado triazdlico 25.

Ja no espectro de RMN de **C do composto 25 (Fig. 20), os sinais com

deslocamentos quimicos iguais a 53,6 e 62,1 séo referentes aos carbonos

metilenicos C-4’ e C-1’, respectivamente.
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Figura 20: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do derivado triazélico 25.

O sinal com deslocamento quimico igual a 126,1 (q, J; = 3,6 Hz e J, =
7,5 Hz, C-7’/C-9’) apresentam-se como quarteto devido ao acoplamento dos
atomos de carbono com os atomos de flior da trifuorometila. As constantes de
acoplamento encontradas estdo de acordo com aquelas descritas na literatura
(Fig. 21) (PRESTSCH et al., 2000).

CF3124,5
131,0 10=272,0
125,3 2J =320
1318 4= 1’0
5J~0

Figura 21: Valores descritos para as constantes de acoplamento *°F-'3C.
Adaptado de PRESTSCH et al., 2000.

Os sinais com deslocamentos quimicos iguais a 122,9 e 143,8 sao

referentes aos carbonos C-3’ e C-2’, respectivamente, do anel triazdlico. Ja o
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sinal com deslocamento quimico igual a 200,1 € correspondente ao carbono

carbonilico C-1.

No espectro no infravermelho do composto 25 (Fig. 22), podemos
observar as principais bandas esperadas para a estrutura proposta. As bandas
em 3137 e 3087 cm? sdo relativas ao estiramento da ligacdo C-H de
aromaticos. As bandas de estiramento C-H de alifaticos aparecem em 2926,
2366 e 2016 cm™. Em 1618 cm™ observa-se a banda de estiramento da ligacdo
N=N do anel triazélico. A banda em 1597 cm™ é referente ao estiramento da
ligacdo C=0 de cetonas. As bandas em 1573, 1503, 1445, 1419 e 1367 cm™
sdo referentes ao estiramento da ligacdo C-C de aromaticos e em 1252 cm™
observa-se uma banda referente ao estiramento C-O de éteres. Em 1111 cm™
observa-se a banda de estiramento da ligacdo C-O de hidroxila fendlica. Ja as
bandas em 1051, 1017, 1003, 978 e 920 cm™ sdo referentes & deformacao
angulares no plano da ligagdo C-H de aromaticos. E em 773 cm™ consta a

banda de deformacao angular fora do plano da ligacdo C-C de aromaticos.
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Figura 22: Espectro no infravermelho (ATR) do composto 25.

Portanto, foram confirmadas com sucesso e bons rendimentos a

obtencdo dos 26 derivados triazolicos de benzofenonas hidroxiladas.
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Estes compostos foram submetidos a avaliacdo de suas atividades

biolégicas, discutidas nos capitulos 3, 4 e 5.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DA ACAO DA ELASTASE PELOS

DERIVADOS TRIAZOLICOS

1. INTRODUCAO

A elastase € uma enzima proteolitica da familia das quimotripsinas
(STERGIOU et al.,, 2016). Em condi¢des fisiologicas normais, a atividade
proteolitica da elastase € controlada por inibidores enddégenos naturais de
serino protease (SERPINs), tais como inibidor da a1-proteinase (a;-Pl), inibidor
de secretores de protease leucocitaria (SLPI) e a2-macroglobulina (az-MG)
(WINIARSKI et at., 2012).

Entretanto, o desequilibrio entre a elastase e seus inibidores endégenos
naturais leva a graves lesdes nos tecidos, resultando em uma variedade de
doencas (WINIARSKI et at., 2012), tais como doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), fibrose cistica, enfisema pulmonar, sindrome de dificuldade
respiratéria aguda (SDRA) (KORKMAZ et al., 2010; EDWARDS et al., 2015).

A elastase também esta relacionada a progressao de varios tipos de
cancer e outras importantes doencas inflamatoérias, como artrite reumatoide e
doenca inflamatoéria intestinal (HASDEMIR et al., 2017).

A elastase é capaz de hidrolisar todos os componentes da matriz
extracelular, tais como elastina, fibronectina, proteoglicanos e colageno
(HASDEMIR et al.,, 2017). A perda da elastina causa sinais visiveis de
envelhecimento, principalmente, rugas e flacidez da pele. Varios estudos
demonstram que o0 envelhecimento da pele esta significativamente
correlacionado com o aumento da atividade da elastase (LIYANAARACHCHI et

al., 2017). Sendo assim, a inibicdo da atividade da elastase pode ser aplicada
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como um método util para proteger a pele de alteracdes induzidas pela
radiacdo UV, seu envelhecimento prematuro e outras doencas (SOKMEN et al.,
2014).

Dentre as muitas estratégias que atualmente vem sendo utilizada para a
obtencdo de novos farmacos, destaca-se a quimica “click”. A quimica “click” é
uma estratégia sintética poderosa e versatii para a obtencdo de novos
farmacos, isso se d& devido, principalmente, a sua especificidade, altos
rendimentos e amplo espectro de atividades biologicas (LAL et al., 2018). Mais
especificamente, a cicloadicdo 1,3-dipolar entre azidas e alcinos catalisada por
cobre (CuAAC) tem sido explorada como uma abordagem eficiente para a
obtencado de novos compostos, onde o anel 1,2,3-triazol tornou-se uma unidade
atraente, uma vez que é estavel a degradacdo metabdlica, condicdes
oxidativas/redutoras e participa ativamente na ligacéo a alvos biomoleculares e
melhora a solubilidade (KANT et al., 2016).

Estudos mostram a eficacia dos triazois como potentes inibidores da
elastase (GUMRUKCUOGLU et al., 2013; SOKMEN et al., 2013). Por exemplo,
RUIVO e colaboradores (2016) sintetizaram uma série de derivados de 4-oxo-
B-lactama acoplado ao nudcleo 1,2,3-triazol (Fig. 1). Os compostos revelaram-
se como potentes inibidores da elastase, com valores de ICsy variando de 14 a
118 nM, estes valores sdo comparaveis ao ICsy determinado para ONO-5046

(15 nM) o Unico inibidor de elastase em uso clinico.
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Figura 1: Exemplo de 4-oxo-B3-lactama acoplado ao anel 1,2,3-triazol inibidores
da elastase. Adaptado de RUIVO et al. (2016).

Assim como o nucleo 1,2,3-triazol, as benzofenonas tem sido alvo de
numerosas pesquisas devido apresentar importantes atividades biolégicas. Em
estudo recente FOLQUITTO e colaboradores (2017) relataram a sintese,
inibicdo de protease e a atividade antileishmanicida de derivados benzoxazol
obtidos a partir de 4-hidroxiacetofenona e 4-hidroxibenzofenona. Todos os
compostos avaliados apresentaram efeito inibidor significativo sobre a atividade
das proteases cisteina (papaina, rCPB2.8 e rCPB3.0) e serina (tripsina). Os

valores de ICsy obtido contra estas enzimas, na faixa de 0,0086-0,7612
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pmol/Lpara papaina e 0,0075-0,5032 umol/Lpara tripsina, permitiu avaliar que
os derivados benzoxazol sdo mais ativos que os inibidores padrdoes que
apresentaram ICso 1,7821 e 7,2318 pmol/L, para E64 e TLCK,

respectivamente.

Em nosso estudo, foi descrita a sintese de uma nova série de derivados
de benzofenonas hidroxiladas ligados ao nucleo 1,2,3-triazol, dois grupos
farmacoforicos conhecidos e potenciais inibidores de proteases serinicas. Os
hibridos sintetizados foram, entdo, analisados in vitro para avaliarmos a

capacidade de inibicdo da enzima elastase.

2. MATERIAIS E METODOS

A Elastase foi obtida a partir do pancreas de porco (E.C 3.4.21.36, = 4
U/mg) e a N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida foi obtida da Sigma Aldrich. Uma
vez hidrolisado, este substrato desenvolve cor no meio reacional, por meio da
liberacdo do ion p-nitrofenol, que pode ser detectado fotometricamente. As
reagoes foram executadas em placas de 96 microtubos. Todos os dados foram
coletados em triplicata. Os testes foram realizados em colaboragdo com o prof.
Dr. Jorge Alexandre Nogueira Santos do Instituto Federal do Sul de Minas
(IFSULDEMINAS).

2.1 Parametros cinéticos

A fim de medir os paradmetros de inibicdo, a uma concentracao final de
10 mg/mL, os compostos 2a, 2b e 4-29 foram incubados com a elastase em
concentragbes crescentes (as concentracgdes finais foram 1, 2, 4, 8, 12 e 20
pmol/L) em um volume final de 1 mL utilizando tamp&o de fosfato de sodio (50
mmol/L, pH 8) contendo 100 pL de DMSO a 25 °C.

Apods 30 minutos de incubacao, a atividade hidrolitica foi avaliada em um

espectrofotometro V-M5 Bel Photonics. Para isso, em uma cubeta de 1 mL
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foram misturandos os derivados triazdlicos e a elastase em concentracdes
crescentes do substrato cromogénico (1-20 mmol/L).

A hidrélise do substrato cromogénico foi monitorada em um comprimento
de onda de 410 nm durante 5 minutos. Os valores de ICs, a concentracdo que
inibe 50% da atividade enzimatica, foram determinados a partir da
porcentagem de inibicdo versus log[inibitoria] e calculado por regressdo néao
linear usando programa Grafit (LEATHERBARROW ,1992). Este software foi

usado para calcular os valores de K, € Vimax pela regresséo néo linear.

O fator a e K; do composto mais ativo foram calculados usando a

equacao |, a qual descreve uma inibicdo competitiva parcial linear.

1 aKy 1

v ()

VD Vmax [S] Vmax

Onde:a=1+%]

i

2.2 Acoplamento Molecular

A analise do acoplamento molecular dos derivados triazolicos foi
realizada para determinar a afinidade relativa com a elastase usando a versao
AutoDock Vina 1.1.2 (TROTT, 2010). A estrutura cristalina da elastase (PDB ID:
1GVK) com 095 A foi extraida do Protein Data Bank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5210513/)

(http://www.jbc.org/content/277/24/21962).

O sitio de atividade das enzimas foi identificado através da selecdo de
aminoéacidos dentro do raio de 8 A dos aminoéacidos cataliticos His57, Asp102,

Serl95 (http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1742-4658.2010.07659.x/full).

As estruturas 3D de todos os compostos foram desenhadas, otimizadas e

protonadas usando o software MarvinSketch versdo 6.2.2 (ChemAxon). A
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estrutura da  proteina  foi definida usando  AutoDock  Tools

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2760638/).

A energia de ligacao foi estimada usando o AutoDock 4 implementado
na versao de plataforma PyRx 0.8. As estruturas dobradas foram visualizadas e
editadas usando PyMOL versao 1.3 (DeLano WL, 2002).

Os célculos de modelagem molecular foram realizados com parametros
padrdo: tamanho da populacdo (150); numero maximo de avaliacdes de
energia (25000000); numero maximo de geracdes (27000); taxa de mutacdo do
gene (0,02); taxa de cruzamento (0,08); tamanho da janela (10); interacGes

maximas (300).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo in vitro da Atividade Inibitéria da Elastase dos

Compostos Triazolicos

Apbs a sintese e identificacdo dos compostos triazdlicos partiu-se para a
avaliacdo do efeito inibitério contra a elastase. Entre os compostos avaliados
(2a, 2b e 4-29), os derivados 5, 7, 8 e 18 (Fig. 2) foram os Unicos que
apresentaram atividade inibitéria em comparacdo com o padrdo de
epigalocatequina-3-galato (EGCG) principalmente devido a baixa solubilidade
apresentada pelos demias deivados triazdlicos testados. Os valores de ICs

estdo descritos na Tabela 1.
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Figura 2: Derivados triazélicos que apresentaram maior inibicdo contra a
elastase.

Tabela 1: Inibicdo da elastase por derivados triazolicos de benzofenonas. Os
valores 1Csp sao expressos como a média * desvio padrdo de trés
experimentos independentes. Os valores de ICso foram determinados a partir
de porcentagens de parcelas de inibicdo versus log [inibidor] e calculados por
regressao nao-linear.

Composto 1Cs0 (LM)
5 72,1+3,1
7 45,7+ 4,7
8 16619
18 32,7£0,8
EGCG 2204 £57

Os compostos 8 e 18 exibiram o maior efeito inibitério, apresentando
ICs0 de 16,6 umol/L e 32,7 pymol/L, respectivamente. O EGCG, usado como
controle positivo, apresentou ICso de 220,4 umol/L.
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Com o objetivo de verificar o possivel mecanismo de inibicao
apresentado pelo composto 8, 0 composto mais ativo da série, realizou-se uma
pesquisa cinética detalhada. O grafico Lineweaver-Burk ou duplo reciproco

para o derivado 8 é mostrado na Figura 3.

0,1

0 umol
0,08 —
—®— 5umol
0,06 |— —O— 10 pmol

—a— 20 pmol

0,04 —

1V [(mmol/min)?' x 10!

0,02 |—

A

-0,2 0 0,2
1/[S] [(mmol)?* x 101

Figura 3: Lineweaver—Burk para a hidrélise da suc-A-A-A-pNA pela elastase na
presenca e auséncia do composto 8.

7

Este tipo de gréfico é especialmente Util para distinguir entre inibicdo
competitiva e ndo competitiva e contribui para os calculos dos parametros de
inibicdo. A partir do grafico, é evidente que o aumento [I] fornece linhas retas
gue convergem no eixo 1/Vy, possuindo declives diferentes. Este resultado
sugeriu que o composto 8 age como um inibidor competitivo da elastase
(SEGEL, 1993).

Para confirmar a atividade inibidora do composto 8, os parametros
cinéticos foram calculados a partir do grafico de 1/Vy versus 1/[l] e os valores
obtidos sdo apresentados na Tabela 2. A K, e Vmna foram determinadas

utilizando quatro concentracgoes diferentes do composto 8.

O composto 8 se liga a elastase com uma constante de inibicdo (Ki) de
11,12 ymol L™. Este tipo de inibicdo ocorre quando | compete com o substrato

de uma enzima para ligag&o ao sitio ativo para formar um complexo EI (Fig. 4)
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Figura 4: Mecanismo de inibicdo da elastase pelo composto 8.

Tabela 2: Parametros cinéticos para a inibicdo da elastase pelo composto 8
(média * desvio padrao).

Parametros Concentracdes do composto 8 (umol/L)

0 5 10 20
Vimax (MMol/Ls) 17,38+ 0,83 16,53+0,57 16,33+0,35 17,23+0,26
Km (mmol/L) 0,64 £0,13 0,82 £0,15 1,37 +0,28 1,58 +0,22
a 1,45+0,16

K; (umol/L) 11,12 + 0,32

O inibidor competitivo modifica K, sem afetar Vhax. Para o composto 8
observou-se que os valores de K, variaram entre 0,64 a 1,58 mmol/L,

enquanto os valores de Vs estdo na faixa de 17,38-17,23 pmol L™* s,

A partir dos dados obtidos pela ANOVA, foi possivel observar diferenca
significativa nos valores de K, (p <0,001) na presenca e auséncia do composto
8. Nao foram detectadas diferencas significativas entre os valores de Vmax (p>
0,05). O fator a (Tabela 2), o fator pelo qual o0 Ks muda quando o composto 8

ocupa a enzima, foi encontrado e é igual a 1,45.
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3.2 Acoplamento Molecular Previsto Entre Elastase e os Derivados

Triazoélicos

O acoplamento molecular foi realizado para entender os efeitos
inibitérios dos compostos triazélicos e tentar descobrir uma correlacédo entre a

atividade biolégica e as estruturas destes compostos.

A analise de docking molecular foi feita com derivados 2a e 4-18.
Conforme mostrado na Figura 5A, a previsdo de docking demonstrou que os
derivados 5-8 e 18 mostraram potencial em ligarem-se préximos ao sitio de
atividade, enquanto 0s outros compostos Sao mais propensos a ter uma maior

predicdo de afinidade fora do sitio catalitico.

Os melhores valores de afinidade de ligacdo com a enzima sugerem que
o0 composto 5 tem um maior nivel de atividade seguido pelo composto 8 (Fig.
5B).

Os resultados experimentais acima demonstraram que 0s compostos 8 e
18 sdo mais ativos que 5 e essa diferenca entre os resultados do acoplamento
molecular e ensaios bioldgicos pode estar associada a caracteristicas fisico-
quimicas dos compostos como solubilidade e polaridade que ndo foram

levadas em consideracdo durante os calculos de ancoragem molecular.

A solubilidade influencia a quantidade de compostos disponiveis para
interagir com o alvo, afetando a relacdo proteina-composto, e esse parametro
impacta diretamente na constante de ligacdo (CHEN et al., 2009; MULLER et
al., 2017). Além disso, os efeitos de entropia e dessolvatacdo permanecem 0s
dois principais desafios para o acoplamento molecular na atualidade (HUANG
& ZOU, 2010). Apesar dessas limitagdes, o acoplamento molecular mostrou
apresentar correlacdo com a afinidade experimental de quatro dos cinco
compostos analisados, e identificou corretamente compostos com atividade

inibitéria.
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Figura 5: Interacdes moleculares previstas de compostos triazolicos
com elastase. (A) Docking dos compostos 2 e 4-18 com elastase (PDB ID:
1GVK). A estrutura da superficie da proteina é mostrada em bege, o site ativo é
destacado em laranja e os compostos séo representados em azul. Somente os
compostos 5-8 e 18 ligaram-se ao local catalitico sugerindo atividade inibidora
por ligagdo competitiva. Os outros compostos mostraram afinidade predita fora
do sitio ativo. (B) A afinidade de ligacéo relativa calculada para os compostos
5-8 e 18 com interacdes previstas no sitio catalitico da enzima. (C) Interacao
potencial do composto 8 que apresentou maior atividade com aminoacidos
cataliticos da proteina elastase. (D) Mapeamento farmacoférico do composto 8
com receptores de hidrogénio sado representados por circulos laranja e
aromaticos hidrofébicos séo representados por circulos verdes.

Além disso, os resultados do acoplamento molecular previram que o
composto 8 tem potencial para interagir com os aminoacidos cataliticos His71,
Aspl19 e Ser214 da elastase com uma distancia de 3,6 A, 3,1 A e 2,2 A,
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respectivamente. Esses residuos sédo considerados importantes, uma vez que
estdo diretamente envolvidos na transformagdo quimica entre o substrato e a
elastase (SAWYER et al., 1978).

A maioria dos inibidores de proteases se liga e bloqueia o acesso ao
sitio ativo de sua protease-alvo, interagindo com os subsitios da protease e 0s
residuos cataliticos para evitar a reacdo de catalise (CHRISTOPHER &
CHARLES, 2010). Além disso, os compostos que interagem com 0s residuos
cataliticos frequentemente exibem alta atividade inibidora e tendem a inibir
muitas proteases relacionadas (SAYER & LOUIS, 2009). No entanto, a
interacdo também depende de outros residuos que nado estdo diretamente
envolvidos com a catélise. Estes residuos sdo altamente variaveis em
comparacao com outras proteases. Assim, a variabilidade destes aminoacidos

pode minimizar o efeito da inibicdo cruzada com outras proteases.

Por conseguinte, a interagcdo prevista entre o composto 8 e o0s
aminoacidos chave para o0 mecanismo catalitico pode também estar
relacionada com a elevada eficacia de inibicdo deste composto, como

observado nos ensaios biolégicos.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios biologicos revelaram que os compostos 5, 7, 8 e 18
apresentaram efeito inibitério sobre a acao proteolitica da elastase.

O composto 8 provou ser o mais ativo. Ensaios cinéticos realizados com
o composto 8 indicaram que a inibicAo da elastase ocorre seguindo um
mecanismo competitivo. A investigacdo do acoplamento molecular mostrou que
0 composto 8 estabelece interagdes com os residuos do sitio catalitico de

aminoacidos, o que corrobora com a sua atividade.

Esses resultados aqui encontrados, podem contribuir no desenho de
novos famacos, indicando que os derivados 1,2,3-triaz0licos da 4,4'-
diidroxibenzofenona podem ser explorados para o desenvolvimento de novos

inibidores de elastase.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR in vitro DOS DERIVADOS
TRIAZOLICOS DE BENZOFENONAS HIDROXILADAS

1. INTRODUCAO

O céancer de pele € o tipo mais comum de cancer em todo o mundo, e a
sua incidéncia tem aumentado a cada ano (JONGENELIS et al., 2018). Por
exemplo, nos Estados Unidos, a cada ano cerca de 5 milhdes de pessoas séo

tratadas por terem desenvolvido o cancer de pele (WATSON et al., 2016).

O cancer de pele surge de uma combinacdo de fatores genéticos e
ambientais, e a sua causa mais comum € a exposicado prolongada a radiacdo
UV (WATSON et al., 2016; CRAYTHORNE & AL-NIAMI, 2017).

A radiacdo UV representa uma faixa do espectro solar que compreende
comprimentos de onda entre 100 e 400 nanb6metros, sendo subdividida em
ultravioleta A (UVA, 320-400 nm), ultravioleta B (UVB, 280-320 nm) e
ultravioleta C (UVC, 100-280 nm). A camada de 0z6nio que recobre a Terra é
capaz de absorver toda a radiacdo UVC, todavia é ineficaz no blogueio das
radiacbes UVA e UVB (Fig. 1) (KOSHY et al., 2010; SILVA et al., 2015).

As radiacbes UVA e UVB sédo prejudiciais a saude devido aos efeitos
nocivos sobre o corpo humano. Os raios UVA penetram mais profundamente
na pele (Fig. 1), chegando a derme e promovendo sua pigmentagdo atraves da
producdo de melanina pelos melandcitos, mas também s&o responsaveis pelo
fotoenvelhecimento cutaneo e pela fotossensibilidade ocular (NASCIMENTO et
al., 2014).
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PENETRACAO DA RADIACAO
ULTRAVIOLETA

Epiderme

Derme

Melanocito

Melanina

Figura 1: Tipos de radiacdo UV e sua penetracdo na pele. Adaptado de
WATSON et al. (2016).

7

Ja4 a radiacdo UVB penetra somente até a epiderme (Fig. 1) e é
responsavel pela producdo natural da vitamina D3 (colecalciferol). Também é
importante para a absor¢cdo de calcio na estrutura 6ssea e é utilizada no
tratamento de doencas de pele como psoriase e vitiligo. Porém, uma exposi¢ao
prolongada aos raios UVB pode favorecer o surgimento acelerado de rugas,
aspereza e ressecamento da epiderme, pigmentacdo irregular,
imunossupressao e lesbes, que podem ser benignas, pré-malignas ou malignas
(VELASCO et al., 2011).

Dentre as medidas mais eficazes para a prevencdo do cancer de pele,
bem como de outros efeitos deletérios causados pela radiagdo UV, o uso
frequente de fotoprotetores se destaca por sua elevada eficacia.
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Os fotoprotetores ou protetores solares sdo substancias de aplicacéo
cutanea, que contém em sua formulacéo ingredientes capazes de interferir na

radiacdo solar reduzindo seus efeitos (BALOGH et al., 2011).

Os filtros UV s@o os principios ativos presentes nos fotoprotetores, 0s
quais apresentam a capacidade de agir com a radiacao incidente atraves de
trés mecanismos: reflexdo, dispersdo e absorcdo (SCHALKA & DOS REIS,
2011).

Os filtros UV podem ser divididos em inorganicos e organicos

dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas (FLOR et al., 2007).

Os filtros inorganicos séo particulas de éxido de zinco (ZnO) e diéxido de
titanio (TiOy), as quais sao capazes de refletir ou dispersar a radiacdo UV
(NASCIMENTO et al., 2014; FLOR et al., 2007).

Ja os filtros solares organicos sdo moléculas que apresentam em suas
estruturas quimicas grupos cromoforos capazes de absorver radiagdo UVA
e/ou UVB. Ao absorver a radiacdo UV, a molécula sofre modificacées de sua
energia eletrdnica em consequéncia de transi¢cdes dos elétrons que passam do
estado fundamental para orbitais de maior energia (estado excitado), este
fenbmeno € observado, principalmente, em sistemas conjugados (Fig. 2)
(SCHALKA & REIS, 2011; FLOR et al., 2007; ARAUJO et al. 2014; PAVIA et
al., 2010).

ot *
& n*, LUMO n* LUMO
\ X4 uv I(n»n‘) (n*->n) VIS-1V,
<)o mmp - e Ty
L v Q (R>1*) om0 (M*>1) Lomo

n

Figura 2: Transi¢do eletronica das radiagdes UV e conversdo em VIS e IV
pelos fotoprotetores organicos. Adaptado de NASCIMENTO et al. (2014).

A eficacia dos filtros solares € mensurada pelo fator de protecao solar

(FPS). O FPS indica quantas vezes o tempo de exposi¢cdo ao sol, sem 0 risco
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de eritema, pode ser aumentado com o uso do protetor. (KOSHY et al., 2010;
EL-BOURY et al., 2007).

O FPS pode ser determinado por metodologias in vivo e in vitro. Sendo
gue 0 método in vivo € dito como o método mais adequado, e €
tradicionalmente utilizado e aceito oficialmente na maioria dos paises (COLIPA-
Unido Europeia, FDA-Estados Unidos, ANVISA-Brasil) (ANVISA, 2012; FDA,
2007, COLIPA, 2006).

Para o método em in vivo, o FPS pode ser definido como sendo a razéo
numérica entre a Dose Eritematosa Minima (DEM) da pele protegida pelo
fotoprotetor, aplicado na quantidade de 2 mg/cm? e a Dose Eritematosa
Minima da pele ndo protegida, numa relacdo matematica que pode ser

apresentada como a Equacéo | abaixo:

DEM (pele protegida
FPS — (pelep gida)

DEM (pele ndo protegida) ()

A metodologia para a determinacédo do FPS in vivo é complexa, extensa
e demorada e ainda expde os voluntarios aos riscos de queimaduras e, além
disso, este método ndo se mostra suficientemente pratico para ser utilizado
rotineiramente no controle de qualidade de produtos. Portanto, quanto as
razdes econdmicas, praticas e éticas o melhor método para atender a estes
requisitos € um método in vitro (SANTOS et al., 1999).

Os métodos in vitro € uma metodologia de rastreio rapida, apresentando
vantagens como reprodutibilidade, rapidez na obtencdo dos resultados, baixo
custo, além de reduz os riscos de queimaduras nos voluntarios submetidos aos
testes in vivo (BENDOVA et al., 2007; SOHN et al., 2016).

Um dos métodos in vitro mais empregados é o método desenvolvido por
Mansur e colaboradores, o qual permite determinar o FPS por
espectrofotometria de maneira rapida e eficaz, além de apresentar uma boa
correlacdo com os resultados in vivo (MANSUR et al., 1986; SANTOS et al.,
1999).

O método de Mansur se baseia na analise espectrofotométrica de

solucdes diluidas utilizando a Equagéo II:
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FPS =FC x Y320EE (\) x I (\) X Abs () (1)

Onde: FC = fator de correcdo (FC=10) determinado de acordo com
dois protetores solares de FPS conhecidos, de tal forma que um

creme contendo 8% de homossalato origine um FPS igual a 4;
EE(A) = efeito eritemogénico da radiacdo de comprimento de onda A;
I(A\) = intensidade do sol no comprimento de onda A
Abs(A) = absorbancia da solugdo no comprimento de onda A.

Os valores de EE (M) x I(A) s&o constantes, os quais foram determinados

por SAYER e colaboradores, e sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Funcdo dos produtos normalizados para o calculo de FPS.
Adapatado de COUTEAU et al. 2016.

Comprimento EE (A) x I(A)

de Onda (A nm) (normalizado)
290 0,0150
295 0,8170
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1

EE(A) = efeito eritemogénico; I(A) = intensidade do solar.

Como ja mencionado no Capitulo 1, as benzofenonas constituem uma
importante classe de filtros organicos. Isso se da devido a estabilidade de sua
estrutura, bem como, o espectro de absorvancia que abrange as regioes UVA e

UVB. Contudo, as benzofenonas podem, a longo prazo, induzir a reagdes
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alérgicas topicas ou sistémicas quando absorvidas pelo organismo (ZAMOISKI
et al., 2015).

As benzofenonas apresentam um baixo peso molecular e como
consequéncia conseguem facilmente difundir através da pele e se acumular no
organismo. Além de deixar a pele mais susceptivel a uma maior exposicao a
radiacdo UV, também pode interferir em processos biolégicos do organismo,
uma vez que, esta classe de compostos € interferentes endocrinos (KRAUSE
et al., 2018).

KRAUSE e colaboradores (2018) examinaram o liqguido amnidtico de
mulheres gravidas para confirmar se as benzofenonas presentes em produtos
cosmeéticos e protetores solares conseguia transpor a barreira placentaria. Foi
possivel detectar em amostras de sangue amniético e sangue do corddo
umbilical que a presenca das benzofenona-1 (BP-1), a benzofenona-3 (BP-3), a
4-metil-benzofenona (4-MBP) e a 4-hidroxibenzofenona (4-HBP) (Fig. 3 podem

apresentar risco para o desenvolvimento do feto.

O (@] OH
“
U0 U C,,

BP-1

BP-3
o] O
4-MBP 4-HBP

Figura 3: Estrutura das benzofenonas encontradas em amostras de sangue
amnio6tico. Adaptado de KRAUSE et al. (2018).

Apesar do exposto, existem alguns substituintes que podem aumentar o
peso molecular das benzofenonas e consequentemente aprimoram sua
absorcao da radiacdo UV, bem como sua seguranca, devido ao aumento da

deslocalizac&o de elétrons e a reducdo da penetracdo através da pele.

Sendo assim, neste trabalho foram obtidos derivados de benzofenona
hidroxilada com elevado peso molecular, determinou-se o fator de protecéo

solar (FPS) a fim de verificar sua eficacia como protétipos a fotoprotetores.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Estudo de Fotoprotecdao in vitro

As analises de fotoprotecdo foram processadas utilizando o método
espectrofotométrico in vitro descrito por Mansur segundo metodologia da
literatura (BERGOLD et al., 1993). O teste foi realizado em placas de
microdiluicdo contendo 96 micropogos (TPP, Trasadingen Suica). O espectro
foi obtido por leitura de absorvancia em comprimento de onda entre 290 e 400
nm em leitor de placas de microdiluicio (THERMO SCIENTIFIC, Vantaa,
Finland).

A fim de se obter uma concentracao de 0,2 pug/mL, foram pesados cerca
de 1 mg de cada composto (a massa exata foi considerada para os calculos
das concentracdes). A massa pesada foi diluida em etanol 96 °GL e em
seguida foram para sonicadas em banho de ultrassom por 30 minutos. As
solucBes tiveram suas absorbancias determinadas na faixa de 290 a 400 nm,
com intervalos de 5 nm, sendo usado etanol 96 °GL como controle. Cada
experimento foi realizado em triplicata. O FPS foi entdo determinado
empregando-se a Equacéo Il.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagédo do FPS-UVB in vitro

A determinacdo do FPS-UVB in vitro foi realizada com 22 compostos
sintetizados. Os demais derivados triazélicos sintetizados ndo foram avaliados

devido a baixa solubilidade dos mesmos.

A leitura de absorbéancia na regido do ultravioleta (290-400) dos
derivados de benzofenonas hidroxiladas foi realizada para verificar o potencial
de absorcdo na regido UV. No ensaio realizado, pode-se constatar que todos
0s compostos avaliados absorvem na regido do UVB (Tabela 2), e para
conhecer o potencial de absorcédo foi calculada a absortividade molar (¢) dos

derivados.

A ¢ trata da capacidade de transicOes eletrbnicas ocorrerem em uma
molécula e pode variar de 0 a 10°. S&o considerados compostos com alta
capacidade de absorcao da radiacdo aqueles que apresentam € na escala de
10%, enquanto valores abaixo de 10° apresentam absorcdes de baixa
intensidade (PAVIA, 2010).

A ¢ é dependente do comprimento de onda, e foi obtida usando a lei de

Beer-Lambert:
A = gcl

Onde: A= absorbancia, ¢ = concentracdo molar do soluto, [ = comprimento da

cela de amostra (cm).

Todos os compostos apresentaram ¢ igual ou maior que 10° o que
indica uma elevada absor¢cdo na regido do UVB (Tabela 2). Os compostos
triazolicos apresentaram € maior que agueles observados para os compostos
propargilados 2a e 2b, o0 que proporciona aos compostos triazolicos valores
maiores de absor¢do. No entanto, 0 maximo de absorgédo observado ao redor

de 295 nm n&o sofreu alteragéo.
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Tabela 2: Valores do fator de protecdo solar (FPS) para a 4/4'-
diidroxibenzofenona e seus derivados em concentracdo de 0,2 pg/mL,
utilizando etanol como solvente.

Composto FPS £ (10°M*cm?) MW’
2a 5,18 + 0,295 8,62 290,31
2b 5,20 £ 0,294 7,49 252,27
4 5,21 £ 0,288 16,29 556,61
5 4,98 £ 0,274 16,51 592,59
6 5,16 + 0,284 18,10 625,50
7 5,13 £ 0,282 20,58 714,40
10 5,20 £ 0,286 17,10 584,67
11 5,06 £ 0,281 16,68 584,67
13 5,07 £ 0,285 19.64 628,58
15 5,16 £ 0,283 20,08 693,39
17 5,16 £ 0,283 19,89 724,61
18 4,81 + 0,269 19,71 692,61
19 5,56 £ 0,326 12,48 385,41
20 5,09 £ 0,279 11,39 399,44
21 5,05 £ 0,279 11,94 420,87
22 4,95 + 0,279 12,14 431,42
23 5,13 £0,285 13,43 465,32
24 5,21 £ 0,286 12,36 421,40
25 5,04 + 0,286 13,29 453,41
26 4,94 £ 0,275 13,08 470,42
27 5,20 £ 0,286 14,91 386,40
28 5,21 + 0,286 11,26 443,43
Octacrileno 5,96 + 0,293 10,67 391,50
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Homosalato 5,04 £ 0,270 7,39 274,38
BZF-3 5,46 + 0,330 6,00 212,24

*Peso Molecular em Dalton, dados foram obtido pelo programa Molecular Weight
Calculator para Windows 95- version 4.1 pela Matthew Monroe -
http://www.unc.edu./~monroen/).

Empregou-se a formula de Mansur e colaboradores (Equacéao Il) para a
determinacdo do FPS-UVB dos derivados de benzofenonas hidroxiladas
(Tabela 2). Na concentracdo 0,2 ug mL™* todas as moléculas apresentaram
FPS-UVB aproximadamente igual a 5. De acordo com os padroes
estabelecidos pela resolugdo da ANVISA, RDC numero 30 de junho de 2012,
0S compostos testados apresentam uma baixa atividade fotoprotetora uma vez
gue o FPS-UVB encontrado € menor ou igual a 6 (ANVISA, 2012).

A fim de verificar a relevancia dos resultados obtidos, utilizaram-se como
padroes os fotoprotetores orgéanicos: benzofenona-3 (BP-3), homosalato e
octocrileno (Fig. 4).

o)
O OH NC| o/\i\/\ o) b<
o, OO
OCH, OCHj

BP-3 Octocrileno Homosalato

Figura 4: Estruturas quimicas dos fotoprotetores organicos: BP-3, Homosalato
e Octocrileno.

Inicialmente, foi realizado a ANOVA a fim de comparar os padr6es com
os derivados de benzofenonas hidroxiladas. A partir dos dados obtidos pela
analise de variancia (ANOVA), considerando um grau de confianca de 95%,
pode-se inferir que ndo ha diferenca estatistica significativa entre os valores de
FPS-UVB dos padrbes benzofenona-3 (BP-3), homosalato e octocrileno

guando comparado com os compostos analisados (Fig. 5).
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Figura 5: FPS-UVB dos fotoprotetores organicos: benzofenona-3 (BP-3),
homosalato e octocrileno e dos derivados de benzofenonas hidroxiladas na
concentracdo de 0,2 pg/mL.

Diante dos resultados obtido, o derivado triazdlico 4 foi selecionado a fim
de realizar uma comparacdo com o fotoprotetor comercial BP-3. Ao comparar
a atividade do fotoprotetor com o derivado triazélico, nas mesmas condicées,
percebeu-se que os resultados obtidos para o derivado 4 ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa frente ao teste t de Student (considerando um

grau de confianca de 95%) (Fig. 6).

FPS-UVB

Figura 6: FPS-UVB do fotoprotetor organico benzofenona-3 (BP-3) e do
derivado 4 na concentragéo de 0,2 pg/mL.
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Segundo a resolucdo RDC n° 161 de 11/09/2001, ANVISA, para o filtro
solar apresentar eficacia e segurangca 0 mesmo devera possuir 0s seguintes
atributos: absorver na faixa do UV entre 280-400 nm, possuir absortividade
molar (¢) acima de 10* M* cm™ e ter baixa solubilidade em agua (ANVISA,
2001). Diante do exposto, podemos observar que todos os derivados de
benzofenonas hidroxiladas sintetizados neste presente trabalho estdo de
acordo com o que preconiza a ANVISA para substancias permitidas para uso

como filtros solares.

Outro atributo importante para as moléculas candidatas a novos filtros
solares € apresentar um elevado peso, uma vez que a capacidade de
penetracdo cutanea é afetada pelo peso molecular dos compostos, assim, 0s
compostos com pesos moleculares abaixo de 500 Daltons podem penetrar com
facilidade a barreira da pele e serem absorvidos (HEO et al., 2018).

Como pode-se observar na Tabela 2, os derivados triazolicos 4-7, 10,
11, 13, 15, 17 e 18 apresentaram um peso molecular superior a 500 Daltons.
Os derivados triazdlicos de benzofenonas hidroxiladas apresentaram peso
molecular similares a compostos ja patenteados e utilizados atualmente no
mercado na composicao de produtos cosméticos destinados a protecéo da pele
(NASCIMENTO et al., 2014).

Por exemplo, NASCIMENTO e colaboradores (2014) relatam alguns
fotoprotetores organicos ja patenteados que cumprem 0s requisitos propostos
pela ANVISA e apresentam elevado peso molecular (Fig. 7) inviabilizando a

permeacao cutanea dos mesmos.

Alguns dos fotoprotetores mencionados por NASCIMENTO et al. 2014
apresentam estrutura similar aos derivados triazélicos que foram sintetizados
neste presente trabalho, como por exemplo a 2,2’-metileno-bis[6-(2H-
benzo[1,2,3]triazol-2-il)-4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenol] e 2-(2H-
benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-4-metil-6-{2-metil-3-[1,3,3,3-tetrametil-1-
(trimetilsilil)6xidisiloxanil)-propil} que apresenta em sua estrutura o nucleo 1,2,3-

triazol.
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2,2'-metileno-bis[6-(2H-benzo[1,2,3]triazol-2-il)-4-  2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-4-metil-6-{2-metil-3-[1,3,3,3-

(1,1,3,3-tetrametilbutilifenol] tetrametil-1-(trimetilsilil)oxidisiloxanil)-propil}
Peso (D)= 658 Peso (D)= 501
Fabricante: CIBA Fabricante: L'Oréal
OCH;

e T

2,4-bis{[4-(2-etilexil-6xi)-2-hidroxi]fenil}-6-(4-metoxifenil)-1,3,5-triazina
Peso (D)= 629
Fabriacante: CIBA

(2-etilexil) de bis4,4'-((6-((4-(tert-butilcarbamoil)fenyl)amino)-1,3,5-triazina-2,4-diil)di(imino))dibenzoato

Peso (D)=766
Fabricante: 3V-SIGMA

Figura 7: Estrutura quimica de novos fotoprotetores com elevado peso
molecular. Adapatado de NASCIMENTO et al. (2014).

Os resultados obtidos neste trabalho encorajam estudos posteriores,
envolvendo novos ensaios in vitro para a determinacdo da fototoxicidade e
estabilidade térmica dos derivados obtidos por meio da quimica click e,
posteriormente estudos in vivo para analisar a viabilidade da utilizacdo destes

compostos em composic¢des fotoprotetoras.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se inferir que todos os derivados absorvem radiacdo UVB com
absorcdo méxima aproximadamente 295 nm. Todos 0s compostos aqui
testados apresentaram baixo FPS, mas similar a filtros solares comerciais (BP-

3, Homosalato e Octocrileno).

Os derivados triazolicos 4-7, 10, 11, 13, 15, 17 e 18 apresentam um

peso molecular superior a 500 Daltons.

Serdo realizados novos testes a fim de avaliar a fotoestabilidade e
fototoxicidade dos derivados, a fim de selecionar os mais promissores para a
confeccdo de formulagdes combinadas a outras substancias para garantir

maior eficacia na protecao solar e posteriores testes in vivo.
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CAPITULO 5

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE E DA ATIVIDADE
CITOTOXICA DOS DERIVADOS TRIAZOLICOS

1. INTRODUCAO

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerObica e do nosso
metabolismo e sendo assim os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou

por alguma disfuncéo bioldgica.

O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer
atomo ou molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nos
orbitais externos, o que faz com que as estruturas sejam altamente reativas
(LIMA, 2008).

Os radicais livres, cujos elétrons desemparelhado encontra-se centrados
aos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sdo denominados de espécies reativas
de oxigénio (EROSs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS), respectivamente
(BARREIROS et al., 2006).

Entre os EROs mais importantes estdo: radical hidroxila (HO+), anion
radical superéxido (O,"), radicais peroxila (ROOQO¢), peréxido de hidrogénio
(H20,) e acido hipocloroso (HOCI). Ja& entre os ERNs destacam-se: oxido
nitrico (NO«) 6xido nitroso (N2O3), acido nitroso (HNO,) e peroxinitrito (ONOO") (
POPRAC et al., 2017).

EROs e ERNs em concentracdes baixas desempenham papéis
importantes nos mais diversos processos bioquimicos do organismo, tais como
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intracelular e sintese de
substancias biologicas. No entanto, seu excesso pode danificar o DNA,
proteinas e lipidios, gerando disturbios hepaticos, doencas cardiacas, catarata,
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disfuncéo cognitiva, cancer, doenca de Alzheimer e muitos outros problemas
de saude (LIU et al., 2018).

Em condi¢Ges fisioldgicas normais, 0S organismos vivos possuem um
sistema regulado para manter os niveis de EROs e ERNs baixos, equilibrando,
portanto, sua producéo e eliminacdo. No entanto em certas circunstancias este
equilibrio pode ser afetado e os efeitos nocivos causados por estas espécies
podem afetar muitos, se ndo, todos os processos bioquimicos do organismo
(LUSHCHAK, 2014).

O estresse oxidativo resulta deste desequilibrio entre a formacédo de
EROs e/ou ERNs e a capacidade prejudicada do organismo em controlar os
intermediarios reativos ou ser capaz de reparar os danos que eles causam
(BARREIROS et al., 2006; PROPAC et al., 2017).

Os efeitos nocivos dos radicais livres podem, portanto, ser neutralizados
por substancias conhecidas como antioxidantes. Segundo a definicdo
apresentada por HALLIWELL (1990) e aceita universalmente, antioxidante é
gualquer substancia que, quando presente em baixa quantidade comparada a
do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a

oxidagdo do mesmo.

Os antioxidantes apresentam diversos mecanismos de a¢ao que variam
de acordo com o tipo de oxidante a ser neutralizado: (I) sequestro de radicais
do meio, (Il) quelacéo de ions metalicos, (1) inibicdo de enzimas produtoras de
radicais livres, (IV) ativagdo de enzimas antioxidantes endogenas, (V)
prevencao da peroxidacao lipidica, (VI) prevencao de danos no DNA e (VII)
prevencao de modificacdo de proteina e destruicdo de acucar (CAROCHO et
al., 2018).

Os antioxidantes abrangem diferentes classes de compostos e podem
ser classificados como naturais ou sintéticos (EMBUSCADO, 2015). As
principais classes de compostos com atividade antioxidante de origem natural
sdo: vitaminas (vitamina C e vitamina E), carotendides (carotenos e xantofilas),
polifendis (flavondides, acidos fendlicos, lignanas e estilbenos) e benzofenonas
(OROIAN & ESCRICHE, 2015). Ja entre os antioxidantes de origem sintética

118



se destacam: hidroxitolueno butilado (BHT), butil-hidroxianisol (BHA) e butil-
hidroquinona terciaria (TBHQ) (LIU et al., 2018).

Dentre os compostos fendlicos, podemos destacar as
hidroxibenzofenonas naturais que sdo metabdlitos biologicamente ativos
presente em plantas e especialmente na familia Guttiferae com alta atividade
antioxidante (NILAR et al., 2005).

Por exemplo, dois novos derivados de benzofenona 4,3’,4’-triidroxi-2,6-
dimetoxibenzofenona (1) e seu glicosideo 3’-B-D-glucosiloxi-4,4’-diidroxi-2,6-
dimetoxi-benzofenona (2) foram isolados a partir dos galhos de Garcinia
livingstonei. O composto 1 mostrou-se mais ativo que o0 controle positivo,
Vitamina C (ICso= 82,4 umol/L), com um ICs= 50,0 pmol/L. A glicosilacéo pode
estar relacionada com significativa diminuicdo da atividade do derivado de
benzofenona 2 (ICsp= 353,0 umol/L) quando comparado ao derivado 1 (ICso=
50,0 umol/L) (MURIITHI et al., 2016).

~o 0o ~o o OH
OH o\%
O O O O HO &
HO c|3 OH HO <|3 OH

1 2

Figura 1: Estruturas dos derivados de benzofenona obtidos a partir de Garcinia
livingstonei. Adapatado de MURIITHI et al. (2016).

Ja o garcinol, derivado poliisoprenilado de benzofenona, extraido das
cascas dos frutos da Garcinia indica, mostrou ser trés vezes mais potente na
eliminacdo do radical livre DPPH que o DL-a-tocoferol (YAMAGUCHI et al.,
2000).

Devido ao papel importante desempenhado pelos antioxidantes para
protecdo do organismo contra o estresse oxidativo, e dado que atualmente
estamos diariamente expostos a condi¢cdes que favorecam a superproducao de
EROs e/ou ERNSs, varios estudos tem sido realizados a fim de se encontrar
novos compostos que apresentem atividade antioxidante e que nao exiba

efeitos colaterais, como, por exemplo, a producdo de substancias toxicas,
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como é o caso dos antioxidantes sintéticos BHT e BHA utilizados com

frequéncia pela industria alimenticia.

SHAIKH e colaboradores (2016) sintetizaram dezoito novas
acetofenonas contendo o nucleo 1,2,3-triazol via quimica click e avaliaram sua
atividade antifingica e antioxidante. Quanto a sua atividade antioxidante, todos
os derivados apresentaram atividade antioxidante quando comparados ao
padrao BHT. De acordo com o ensaio de sequestro de radicais livres 2,2-
difenil-1-picrilohidrazina (DPPH), o composto 1-(5-cloro-2-((1-(4-nitrobenzil)-1H-
1,2,3-triazol-4il)metoxi)fenil)etanona foi o mais ativo apresentando um [Csp=
17,06 pg/mLque € uma atividade antioxidante promissora em comparagdo ao
BHT (ICso= 16,47 ug/mL).

Também visando a obtencdo de novos compostos com atividade
antioxidante e com baixa toxicidade, BANDGAR e colaboradores (2010)
sintetizaram uma série de analogos de benzofenona contendo nitrogénio. Entre
0S compostos sintetizados verificou-se que todos possuem significativa
atividade antioxidante pelo teste de sequestro de radicais livres DPPH. Quatro
dos andlogos de benzofenonas apresentaram maiores atividade de
sequestrado dos radicais DPPH: (2-fluorofenil)(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
(piperidin-1-ilmetil)benzofenona (3) ; (3-clorofenil)(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
(piperidin-1-ilmetil)lbenzofenona  (4); (2-bromofenil)(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-
(piperidin-1-ilmetil)benzofenona (5) e (3-fluorofenil)(2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-((4-
metilpiperazin-1-il)metil)benzofenona (6) com porcentagem de inibicdo de
73,31; 45,29; 64,43 e 40,44%, respectivamente. Sendo que 0 composto 6
Mostrou-se como 0 mais promissor, uma vez que em estudos concomitantes

apresentou elevada acéo anti-inflamatoria e baixa citotoxidade.
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Figura 2: Estruturas dos analogos de benzofenona contendo nitrogénio que

apresentaram maiores atividade de sequestrado dos radicais DPPH. Adaptado
de BANDGAR et al. (2010).

Doenca como o cancer estad diretamente associado ao aumento do
estresse oxidativo no organismo. Estudos comprovam que as células
cancerigenas apresentam maiores quantidades de EROs do que as células
saudaveis (PISOSCHI & POP, 2015).

EROs também foram identificadas como estimuladoras de oncogénese,
tais como os genes Jun e Fos. Por exemplo, a superexpressdo de Jun esta

diretamente associado ao cancer de pulmédo (RAHMAN et al., 2012).

Mais de cem tipos de neoplasmas malignos afetam seres humanos e

sdo comumente denotados como cancer (ANDRISIC et al., 2018).

Apenas em 2012, houve 14,1 milhdes de novos casos em todo mundo e
8,2 milhbes de o6bitos. Sendo que os céanceres comumente diagnosticados
neste periodo foram: pulmédo (1,82 milhdo), mama (1,67 milh&o) e colorretal
(1,36 milhdo). As causas de morte mais comum por cancer foram cancer de
pulméo (1,6 milhdo de mortes), cancer de figado (745.000 mortes) e cancer de
estbmago (723.000 mortes) (FERLAY et al., 2015).
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No Brasil, estima-se para o biénio 2018-2019 a ocorréncia de 600 mil
novos casos de cancer, para cada ano. Excetuando-se o cancer de pele néo

melanona que ocorrerdo 420 mil novos casos (INCA).

Segundo o INCA, as causas do cancer sao variadas, podendo ser
externas ou internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As
causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes.
J4 as causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-
determinadas, e estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das

ag ressdes externas.

Considerando que o estresse oxidativo esta fortemente relacionado com
a toxicidade dos tratamentos quimioterdpicos, e a elevada eficacia apresentada
pelos antioxidantes fendlicos no sentido de controlar os disturbios mediados
pelo estresse oxidativo, estes compostos vem despertando o interesse de
pesquisadores que visam desenvolver novos compostos com baixa toxicidade
e elevada acdo antioxidante que possam ser utilizados para o tratamento do

cancer.

Por exemplo, TZANOVA e colaboradores (2008) sintetizaram trés novas
benzofenonas contendo a porcdo 1,3-tiazol (Fig. 3). Avaliou-se a atividade
antioxidante e citotoxicidade in vitro de trés linhagens celulares: células
mamarias cancerigenas (MCF7) e ndao-cancerigenas hTERT-HMEl e as
células cardiomioblasticas (H9c2). A capacidade antioxidante dos derivados 8 e
9 foram, respectivamente, 2 e 1,5 vezes superior ao do Trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) usado como antioxidante de referéncia.
O composto mais citotoxico foi o 8, enquanto o 9 ndo mostrou efeitos
citotoxicos notaveis abaixo de 100 pmol/L em ambas as linhas celulares.
Portanto, o composto 9 mostrou-se como mais promissor para estudos
posteriores, uma vez que apresentou elevada atividade antioxidante in vitro,

sem toxicidade significativa numa linhagem celular ndo cancerosa.
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Figura 3: Estruturas quimicas dos derivados de benzofenonas contendo o
nacleo 1,3-tiazol. Adaptado de TZANOVA et al. (2009).

Em particular, tanto as benzofenonas quanto os compostos contendo o
nacleo 1,2,3-triazol exibem atividades anticancer (POKHODYLO et al., 2013) e
anti-inflamatéria (SHAFI et al., 2012; DZOYEM et al., 2015). Estas duas
propriedades estdo fortemente relacionadas a atividade antioxidante. Esses
efeitos biolégicos relevantes apresentados pelas benzofenonas foi a
inspiraracdo para projetar e sintetizar novas benzofenonas contendo nucleo
1,2,3-triazol, unidade que também pode ser associado a importantes atividades

biolégicas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Determinacao da Atividade Potencial Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo ensaio da captura do
radical organico DPPH, segundo metodologia descrita por RUFINO e
colaboradores (2007). O teste foi realizado em placas de microdiluicdo
contendo 96 micropocos (TPP, Trasadingen Suica). As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 517 nm em leitor de placas de
microdiluicdo (THERMO SCIENTIFIC, Vantaa, Finland) (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).

2.1.1 Preparo do radical DPPH

Foi previamente preparada uma solucdo 0,1 mmol L™ do radical DPPH

em etanol.
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2.1.2 Preparo da Curva Padrao de Trolox (TEAC)

Para as determinacbes de TEAC foi realizada a construcdo de uma
curva analitica com o antioxidante padrdo (antioxidante sintético: Trolox) nas
concentracdes de 20-200 pmol L. A reacéo entre o antioxidante e o radical foi
realizada através da homogeneizacdo de 175 pL de cada concentracdo do
antioxidante e 25 pL da solugéao do radical DPPH em placas de microdilui¢ao,
as quais foram mantidas ao abrigo da luz até estabilizacdo da reacdo. Apos 2

horas e 4 horas foram realizadas as leituras da absorbancia a 517 nm.

2.1.3 Atividade Antioxidante Total dos Derivados Triazdlicos

Foram realizados ensaios para atividade antioxidante da 2,4’-
benzofenona, dos derivados propargilicos 2a e 2b e dos derivados triazélicos 5,
8, 13, 17-28.

Foram pesados 2 mg de cada composto (a massa exata foi considerada
para os célculos das concentracdes). A massa pesada foi diluida com 1 mL de
etanol P.A.. A partir dessa solucéo, foram preparadas diluicbes (1 mg/mL; 0,5
mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,062 mg/mL). Um volume 25 pL de cada
solucéo foi adicionado a 175 pL da solucdo do radical DPPH. A reacéo foi
mantida ao abrigo da luz e realizadas duas leituras da absorbancia uma apés 2
horas de reacdo e outra ap0s 4 horas. As analises foram realizadas em

triplicata.

A partir das leituras foram construidas as curvas de relacdo absorbancia

versus concentragéo (g/L).

O valor da atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) para
cada composto é calculado fazendo-se a razéo entre a concentracdo molar de
Trolox (mmol L) e a concentragao (g/L) do composto, escolhendo-se um ponto
da regido central das curvas, de mesmo valor de absorbéancia. O valor é

expresso em mmol L g™,
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2.2 Avaliacédo da Atividade Antiproliferativa

2.2.1 Linhagens Celulares

No presente estudo foram utilizadas 4 linhagens celulares derivadas de
tumores humanos: adenocarcinoma de mama (MCF7), carcinoma
hepatocelular (HepG2), adenocarcinoma de pulmdo (A549) e melanona
(HT144). As linhagens foram adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de
Janeiro com excecao da HT-144, a qual foi gentilmente cedida pela profa. Dra.
Glaucia Maria Machado Santelli do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). Os testes foram realizados em parceria

com a Profa. Dra. Marisa lonta na Universiade Federal de Alfenas (UNIFAL).

2.2.2 Condic¢des de Cultura

As culturas foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Sigma, CA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Vitrocell, Campinas, Brasil) com atmosfera controlada (95% de ar e 5%
de CO,) e temperatura de 37°C.

Os compostos foram diluidos em DMSO para a obtencdo da solucéo-
estoque (20 mmol/L). A partir dessa solucéo, nova diluicdo foi realizada em
meio de cultura, imediatamente antes do tratamento. A concentracao final de
DMSO néo ultrapassou 0,2 % (v/v).

2.2.3 Viabilidade Celular

As células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
1x10” células/poco. Apés aderéncia (24 h), as células foram tratadas por 48 h
com os diferentes compostos na concentragdo de 40 pumol/L. A viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTS (brometo de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)), usando

o Kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
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(Promega Corporation, Madison, WI, USA), descrito por CORY e colaboradores
(1991).

Este ensaio € baseado na conversédo enzimética (desidrogenase) do sal
tetrazélio em formazano, o qual absorve luz a 490 nanémetros (nm). A taxa de
absorbancia é diretamente proporcional ao numero de células vivas. Os valores
de absorbancia obtidos nas amostras tratadas foram comparados com o0s
valores de absorbancia da cisplatina usada como controle positivo.

A viabilidade foi calculada de acordo com a equacao I:

absorbancia da amostra tratada

% viabilidade celular = x 100 (1)

absorbancia da amostra controle

Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos por mais

duas vezes. Os dados séo apresentados como média + desvio-padréo.

2.2.4 Determinacao do ICsg

As células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
1x10* células/poco. Ap6s aderéncia (24 h), as células foram tratadas por 48 h
com os diferentes compostos nas concentracdes de 10, 20, 40, 80 e 160
pmol/L. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTS, usando
o Kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(Promega Corporation, Madison, WI, USA).

O valor de ICsp (concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento) foi
determinado por regressdo nao-linear usando o programa GraphPad Prism®
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagéo da Atividade Potencial Antioxidante

3.1.1 Curva Padrao de Trolox

A atividade antioxidante dos compostos € frequentemente expressa em
funcdo do Trolox (Fig. 4). Trolox é um composto sintético hidrossoluvel anédlogo
da vitamina E, que é utilizada como referéncia em testes de capacidade
antioxidante de compostos.

CHj
HO o]

OH

HaC 0 \eh,

CHs

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

Figura 4: Estrutura quimica do trolox.

O célculo da atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) é
definido como a concentracao de Trolox que apresenta 0 mesmo percentual de
inibicdo que uma concentracdo de 1 mmol L™ do composto de referéncia.
Sendo assim, quanto maior o valor TEAC, mais elevada é a capacidade
antioxidante do composto (SOUSA et al., 2011).

Foi construida uma curva analitica de Trolox (Fig. 5) e, a partir da
equacao da reta gerada pela curva, calculou-se a TEAC, expressa em mmol L™

de Trolox equivalente por grama de amostra.
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Figura 5: Curva analitica do Trolox padrdo de referéncia para capacidade
antioxidante de sequestro do radical DPPH e seu coeficiente de correlagcéo
linear (R?).

3.1.2 Atividade Antioxidante Total dos Derivados Triazélicos

A atividade antioxidante dos derivados de benzofenonas hidroxiladas foi
determinada através da capacidade dos compostos em sequestrar o radical
estavel DPPH. Este método tem por base a reducao do radical DPPH, que ao
ser reduzido removendo elétrons do antioxidante, leva a diminuicdo da
absorbancia (SOUSA et al., 2011).

O radical organico estavel DPPH é preferido na analise de sequestro de
radicais livres em funcdo da sua rapidez e simplicidade no preparo do radical
bem como do teste (Fig. 6). Esse método € baseado na reducdo de solucdes
alcodlicas de DPPH em 517 nm na presenca de um antioxidante doador de
hidrogénio (CARPES, 2008).

128



Q o

N—N NO,
G o
Radical 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazil

Figura 6: Estrutura quimica do DPPH.

A partir da equacéo da reta gerada pela curva analitica, calcularam-se
os valores de TEAC ap0s duas e quatro horas de reacéo entre os derivados e o

radical livre DPPH. Os valores de TEAC estdo sumariados na Tabela 1.
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Tabela 1: Potencial antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) para os
derivados e benzofenonas hidroxiladas.

Compostos TEAC (mmol L' g™ TEAC (mmol L g™
apoés 2 horas apoés 4 horas
1b 4,90 5,42
2a 4,77 4,12
2b 22,96 23,80
5 1,83 2,39
8 6,80 7,31
13 8,53 9,80
17 1,68 3,24
18 4,90 1,71
19 19,85 22,76
20 2,09 7,18
21 1,48 1,39
22 6,06 14,62
23 9,92 16,36
24 5,08 6,59
25 7,20 9,11
26 7,84 11,19
27 7,35 8,32
28 4,66 4,95

Os resultados da TEAC do radical DPPH permitiu verificar que o
derivado propargilico 2b e o derivado triazélico 19 foram os que apresentaram

0s maiores valores de TEAC para a série.
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O derivado propargilico 2b apresentou um potencial quase 5,8 que
vezes maior que o derivado propargilico 2a. Estes resultados sdo explicados
pelo fato de que, o derivado 2b ainda apresenta em sua estrutura uma hidroxila
livre e as modificacbes estruturais do derivado 2a ocorrem justamente nas

hidroxilas livres da 4,4 -diidroxibenzofenona.

RICE-EVANS e colaboradores (1996) relatam que a hidroxila livre nas
moléculas contribui para a atividade antioxidante. Por exemplo, as hidroxilas na
posicéo 3’ e 4’ da Luteolina (Fig. 5), contribuem cerca de 25 % para a atividade
antioxidante, apresentando um valor de TEAC igual 2,1 + 0,05 mmol/L na
presenca das mesmas. Ja quando ocorre a desidroxilagdo na posi¢ao 3’, o
valor de TEAC diminui para aproximadamente 1,45 + 0,08 mmol/L (RICE-
EVANS et al., 1996).

Figura 7: Estrutura quimica do composto fendlico Luteolina.

Os valores baixos de TEAC para os derivados da 2,4-
diidroxibenzofenona estédo diretamente associados a formacéo de ligacGes de
hidrogénio intramoleculares entre os grupos vizinhos hidroxila e carbonila da
benzofenona (Fig. 6A), que deixa o hidrogénio menos disponivel para ser
doado ao radical DPPH.

A atividade antioxidante estd diretamente relacionada a capacidade de
transferéncia de hidrogénio, sendo que a dissocia¢éo da ligacdo O-H é um fator
importante na determinacdo da eficAcia de um antioxidante. Uma vez que,
guanto mais fraca a ligacdo O-H, mais rapida serd a reacdo com os radicais
livres (WRIGHT et al., 2001).

Como exemplo, a reacéo de transferéncia de hidrogénio para o radical
livre em agua de um antioxidante fendlico € bem mais lenta do que a

observada para o a-tacoferol presente na Vitamina E (Fig. 8B). A entalpia de
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dissociacao da ligagcdo O-H observada no antioxidante fendlico, em agua, é de
aproximadamente 119 kcal/mol. Isso se da devido a maior possibilidade de
ligacdo de hidrogénio entre a hidroxila do fenol e a agua. J4 a entalpia de
dissociacdo da ligacdo O-H observada para o o-tocoferol é de
aproximadamente 88 kcal/mol. Assim, a Vitamina E é um antioxidante mais
eficaz para impedir, por exemplo, peroxidacéo lipidica, do que os antioxidantes
fendlicos (BERKOWITZ et al., 1994, WRIGHT et al., 2001).

Luteolina
Derivados da 2,4'-diidroxibenzofenona E,= 119 Kcal/mol

H™ "H a—Tocoferol
E, = 88 Kcal/mol

Figura 8: (A) Ligacao de hidrogénio presente entre os grupos vizinhos OH e
C=0 derivados presente nos derivados da 2,4’-diidroxibenzofenona. (B)
Ligacdo de hidrogénio entre o solvente e os antioxidantes Luteolina e o-
tacoferol com seus respectivos valores de energia de dissociacao das ligacdes
de O-H.

Os resultados da TEAC descritos na Tabela 1 sugerem que a reacao de
transferéncia de hidrogénio para o radical DPPH ocorre seguindo uma cinética
lenta, o que fica evidente com os valores de TEAC apds duas e quatro horas
de reacdo, onde foi possivel observar que a reacdo entre os derivados de

benzofenonas hidroxiladas e o radical DPPH ainda ndao havia sido finalizada.
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A evolucado da cinética da reacdo depende da natureza do antioxidante
testado. Trés tipos de comportamento podem ser observados: cinética rapida,
intermediaria ou lenta. BRAND-WILLIAMS e colaboradores (1995) avaliaram a
cinética de reacdo de 20 antioxidantes, desses apenas trés apresentaram
cinética rapida: acido ascorbico, acido isoascorbico e isoeugenol, reagindo com
o radical DPPH em menos de 1 minuto. Ja os 4cidos rosmarinico e a-tocoferol
apresentaram uma cinética intermediaria reagindo entre 5 e 30 minutos,
respectivamente. Enquanto os demais compostos reagiram lentamente com o
radical DPPH, destacando-se os acidos cafeico e galico que necessitaram de
aproximadamente 6 horas para atingirem o estado estacionario (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).

Outro fator que desempenha papel importante na eficacia do
antioxidante € a presenca de grupos volumosos proximos a hidroxila fendlica.
O impedimento espacial possivelmente contribui para a diminuicdo da atividade
antioxidante dos derivados de benzofenonas, uma vez que a aproximacéo
entre o radical DPPH e os derivados seria dificultada pelo tamanho das
moléculas (Fig. 9). A estrutura do DPPH pode provocar impedimento estérico
para a acao de alguns antioxidantes, sendo que este reduz a aproximacao dos
radicais livres e, consequentemente, diminui a cinética das reacbes (FURMAN,
2011; RABELO, 2014).
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(A)

(B)

Figura 9: (A) Estrutura em 3D de benzofenona; (B) Estrutura em 3D do radical
DPPH.

Os antioxidantes fendlicos podem reagir com os radicais livres
basicamente de duas maneiras: (l) por transferéncia de atomos de hidrogénio,
onde o radical livre remove um atomo de hidrogénio do antioxidante; ou (ll) por
transferéncia de elétrons, onde o antioxidante pode doar um elétron para o
radical livre (BENDARY et al.,2013).

A contribuicdo de uma ou outra via depende da natureza do solvente
e/ou dos potenciais redox das espécies envolvidas. Geralmente, em solventes
apolares o mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio é
predominante. JA os solventes polares, devido a formacdo de ligacdes de
hidrogénio com a hidroxila fendlica, podem interferir no processo de
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transferéncia de atomos de hidrogénio para o radical livre (FOTI et al., 2004,
BERADY et al., 2013). De forma geral, espera-se que o mecanismo de reacao
entre os antioxidantes fendlicos e o radical DPPH ocorra de acordo com o

Esquema 1.
ArOH + DPPH®* —>= —> ArO®* + DPPH-H

ArO® + DPPH®* — » Produtos

Esquema 1: Mecanismo de transferéncia de elétrons de antioxidantes fendlicos
para o radical livre DPPH. Adaptado de FOTI et al., 2004.

A partir do exposto, podemos levantar hipoteses para explicar o possivel
mecanismo de reacdo entre o radical livre DPPH e os derivados de
benzofenonas hidroxiladas sintetizados (Fig. 10). Na Etapa 1 ocorre a
desprotonacao dos derivados triazdlicos. A carga negativa formada no oxigénio
pela remocao do hidrogénio pelo etanol pode, portanto, ser estabilizada por
meio de deslocalizacdo de carga pela molécula. As etapas de 2-4 ocorrem de
forma subsequente. A transferéncia de elétron dos derivados de benzofenona
desprotonado para o radical DPPH, pode ser justificada pelo pk, = 8,5 favoravel
do DPPH-H com relacdo ao dos derivados triazélicos que apresenta uma pka

aproximadamente igual 16.
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Figura 10: Provavel mecanismo entre o radical DPPH e os derivados de 4,4’-diidroxibenzofenona (Continua).



Etapa 3

Etapa 4

Figura 10: Provavel mecanismo entre o radical DPPH e os derivados de 4,4’-diidroxibenzofenona.
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3.2 Avaliacéao da Atividade Antiproliferativa

3.2.1 Viabilidade Celular

O teste de viabilidade celular foi realizado utilizando a técnica

colorimétrica usando o MTS (Fig. 9).

MTS

Figura 11: Estrutura quimica do sal tetrazélio MTS. Adaptado de LINARES,
2013.

Os ensaios colorimétricos sdo muito utilizados para triagens iniciais de
moléculas bioativas, pois permitem a quantificacdo rapida e facil da resposta
celular (RISS et al., 2004).

A deteccdo da viabilidade celular é usualmente empregada para
identificar a citotoxicidade de uma molécula em ensaios HTS (high-throughput
screening), sendo muito utilizados métodos colorimétricos com sal de tetrazolio
(LINARES, 2013).

De acordo com o protocolo desenvolvido pelo National Cancer Institute
(NCI), a varredura inicial para selecdo de compostos com promissora atividade
antitumoral deve ser realizada em uma Unica concentragdo e somente apos a
identificagdo de substancias promissoras os testes devem ser realizados
utilizando uma faixa adequada de concentracdo para obtencdo do ICsg
(Inhibitory Concentration), isto €, concentracdo capaz de inibir 50% do
crescimento celular (MONGA & SAUSVILLE, 2002).
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Dessa forma, no presente estudo foi utilizada a concentracéo de 40 pumol

L™ como threshold para as anélises.

Para os derivados triazdlicos obtidos a partir da 4,4-
diidroxibenzofenona, ndo foi observado reducéo da viabilidade celular nas
culturas. Dessa forma, as substancias testadas ndo apresentaram atividade
citotoxica sobre as linhagens celulares: MCF-7, HT144, A549 e HepG2 na

concentracdo de 40 pmol L™ (Fig. 9).
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Figura 12: Viabilidade celular determinada a partir dos dados obtidos por MTS
em culturas tratadas por 48 horas com diferentes compostos na concentracao
de 40 pmol/L. A) Tratamento com células da linhagem HepG2, B) Tratamento
com ceélulas da linhagem MCF-7, C) Tratamento com células da linhagem
A549, D) Tratamento com células da linhagem HT144.

Os derivados sintetizados a partir da 2,4-diidroxibenzofenona foram
testados quanto sua viabilidade celular sobre as linhagens celulares e A549,

MCF-7 e HT144 na concentrac&o de 40 pmol L™.
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Entre os doze derivados submetidos aos ensaios, os compostos 19, 20 e
21 apresentaram melhor atividade citotéxica sobre as linhagens celulares
A549, MCF-7 e HT144 na concentracdo de 40 umol L™ (Fig. 13).
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Figura 13: Viabilidade celular determinada para o tratamento com os derivados

mais ativos da 2,4’-diidroxibenzofenona na concentragéo de 40 pmol/L.

Pode-se observar que os compostos testados foram capazes de inibir a

viabilidade celular de todas as trés linhagens, em maior ou menor grau.
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O derivado triazolico 19 foi o que mais reduziu a viabilidade celular nas
trés linhagens, sendo que nas linhagens HT144 e A549 foi capaz de inibir
aproximadamente 50% da viabilidade celular (Fig. 13). Sendo assim, o
derivado triazolico 19 apresenta maior atividade citotoxica para as linhagens
HT144 e A549.

Considerando os resultados obtidos para a viabilidade celular dos

derivados triazdlicos apo6s 48 horas de tratamento, determinou-se a

concentracéo capaz de inibir 50% do crescimento celular (ICsp).

3.2.2 Determinacao dos valores de I1Csg

Os valores de ICso foram determinados para os derivados que se
mostraram ativos para inibir a viabilidade celular das linhagens celulares MCF-
7, HT144, A549. Na Tabela 2 estdo sumarizados os valores de ICs

determinados por meio da técnica MTS apds 48 horas de tratamento.

Tabela 2: Valores de ICso (umol L™) determinados por MTS ap6s 48 h de
tratamento.

Composto A549 HT-144 MCF-7 CCD-
1059Sk
19 37,58 £ 1,09 53,98 £ 2,14 50,43 £1,49 > 200
20 83,17+2,91 39,51+1,30 90,19 + 3,07 > 200
21 30,42+1,01 60,05+2,15 65,06 £ 2,30 > 200
24 46,75+ 1,25 57,18 £1,84 72,41 + 2,48 > 200
26 - - 63,47 £ 1,75 > 200
cisplatina 22,75+1,15 24,17 +2,41 75,73+ 1,43 > 200
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O intervalo dos valores de ICsy para os derivados analisados foi entre
30,42-90,19 pmol L™. O derivado triazélico 21 apresentou o menor valor de ICsq
(30,42 pmol L™ da série para a linhagem A549. J4 para a linhagem MCF-7, os
derivados 19 e 21 apresentaram valores de ICsg iguais a 50,43 e 65,06 pmol L
! respectivamente, menores que o da cisplatina (ICse= 75,73 pumol L™) um

farmaco antitumoral comercial.

ALBERT e colaboradores (2013) evidenciaram que compostos derivados
de benzofenonas apresentam elevada atividade antiproliferativa contra
linhagem de cancer de mama (MB231 e MCF-7), sendo que dois dos derivados

estudados apresentaram maior atividade antiproliferativa do que a cisplatina.

A eficacia dos analogos de benzofenona como agentes quimioterapicos,
especialmente como anticancerigenos, estad muito bem relatado na literatura.
AL-GHORBANI e colaboradores (2017) sintetizaram uma série de derivados de
benzofenona contendo o nucleo morfolina. Eles avaliaram a atividade
antiproliferativa dos derivados contra as linhagens de células de cancer
humano MCF-7 e A549. A faixa de valores de ICsp encontrado para esta série
variou entre 7,1 a >100 pmol L™ e 10,1 a >100 pmol L™ para MCF-7 e A549,
respectivamente, calculado a partir do teste MTT.

Embora os resultados obtidos neste estudo sejam preliminaries, existem
evidéncias de que os derivados da 2,4-diidroxibenzofenona possam ser
utilizados como protétipos para o desenvolvimento de novos agentes

quimioterapicos para o tratamento do cancer.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Avaliou-se a atividade antioxidante pelo método TEAC e a atividade
citotoxica dos derivados propargilicos (2a e 2b) e triazolicos (4-29) obtidos

através da quimica click de benzofenonas hidroxiladas.

Os derivados 2b e 19 obtidos da 2,4-diidroxibenzofenona apresentaram

maiores atividade antioxidante quando comparados aqueles obtidos a partir da
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4 4’-diidroxibenzofena. Isso se deve ao fato dos derivados da 2,4-

diidroxibenzofenona apresentarem em sua estrutura uma hidroxila livre.

Os derivados triazolicos obtidos de 4,4’-diidroxibenzofenona néo
apresentaram atividade citotoxica sobre as linhagens celulares: MCF-7, HT14 e
A549. Para os derivados triazolicos obtidos da 2,4-diidroxibenzofenona, o
derivado 19 foi o0 que mais reduziu a viabilidade celular nas trés linhagens. Os
derivados triazolicos 19, 20 e 21 apresentaram valores de ICso menores do que

o apresentado pela cisplatina.

Diante dos resultados obtidos por este estudo, fica evidente que os
derivados triazdlicos obtidos da 2,4-diidroxibenzofenona s&o moléculas
promissoras na busca para a obtencdo de novos farmacos com o duplo efeito

de controlar o estresse oxidativo e agir nas células cancerosas.
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CONCLUSAO GERAL

Utilizando como abordagem sitética a quimica click, foi possivel
sintetizar vinte e seis derivados triazOlicas inéditos a partir das 2,4-

diidroxibenzofenona e 4,4’-diidroxibenzofenona.

Quanto as avaliacdes das bioatividades dos compostos triazolicos, foi
possivel verificar a partir do ensaio de inibicdo da acéo proteolitica da enzima
elastase que dentre os compostos avaliados 5, 7, 8 e 18 apresentaram o0

melhor efeito inibitério sobre a elastase.

O composto 8 provou ser 0 mais ativo. Ensaios cinéticos realizados com
0 composto 8 indicaram que a inibicAo da elastase ocorre seguindo um
mecanismo competitivo. A investigacao do acoplamento molecular mostrou que
0 composto 8 estabelece interagdes com os residuos do sitio catalitico de

aminoacidos, o que corrobora com a sua atividade.

A partir da determinacdo do fator de protecdo solar dos derivados
triazolicos, pode-se inferir que todos o0s compostos avaliados absorvem
radiagdo UVB com absor¢do maxima aproximadamente 295 nm, apresentando
baixo FPS, mas similar a filtros solares comerciais (BP-3, Homosalato e

Octocrileno).

Os derivados triazolicos 4-7, 10, 11, 13, 15, 17 e 18 apresentam um
peso molecular superior a 500 Daltons, caracteristica indispensavel para
subtancias utilizadas em formulagcbes para a prevencdo dos efeitos deletérios
do raios UV.

Os derivados 2b e 19 obtidos da 2,4-diidroxibenzofenona apresentaram
maiores atividade antioxidante quando comparados aqueles obtidos a partir da
4 4’-diidroxibenzofena. Isso se deve ao fato dos derivados da 2,4-

diidroxibenzofenona apresentarem em sua estrutura uma hidroxila livre.

Os derivados ftriazolicos obtidos de 4,4’-diidroxibenzofenona nao

apresentaram atividade citotoxica sobre as linhagens celulares: MCF-7, HT14 e
151



A549. Para os derivados triazélicos obtidos da 2,4-diidroxibenzofenona, o
derivado 19 foi o que mais reduziu a viabilidade celular nas trés linhagens. Os
derivados triazdlicos 19, 20 e 21 apresentaram valores de ICso menores do que

o apresentado pela cisplatina.

Sendo assim, os resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho
indicam que, os derivados de benzofenonas hidroxiladas contendo em sua
estrutura o anel 1,2,3-triazol podem ser explorados para o desenvolvimento de

novos farmacos.

152



ANEXOS

153



Intens.
X104

291.1016

292.1050

|

293.1078

+MS, 0.43min #59

2910

2915 2020

Figure Al: Espectro de ESI-(+)-MS (150 — 1000 m/z) do composto 2a.

2025

2030

2035

miz

169



Intens. +MS, 0.5min #27
x106 ] 253.0855

1 254.0889

A n e
T T T

0+ T T T T T T T
249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 m/z
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Figura A73: Espectro de ESI-(+)-MS (150 — 1000 m/z) do composto 22.
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Figura A86: Espectro de ESI-(+)-MS (150 — 1000 m/z) do composto 26.

256



S6T'S —

€9r's —

9r'9 ~L
95%'9 "
6959 "

066'9 ~_
s10L~"

beb'L
09,
Yov'L

w@vL
L6V°L
91S°L
8€S°L
SLS°L
S09°2
999°L
¥69°L

809°CT —

vebL —
092 ~
vovL <
o
16v°L

915, 7,
8e5/

SISt —
5092 —

999°L —
¥69°L —

O OH

~
[5p]
—

7.4

7.5

7.6

7.7

ppm

.

1860
=160

T8

F6T'E

BE0T |

13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

13.5

ppm

Figura A87: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI;) do composto 27.

257



8 88 5838188888 0 @ Y o «
g g3 $EgunAQ88Y © 5 8 § S .
] g8 IOonandNaN 2 83 3 d @
\/ SN\ | |
L8 a 8 9 8 =8
23 203 = S 88
Y4 | | (1:_9/(:_!13 |1 o O OH
~ \ / C-10/C-12 10 3 4
C7/C9 o O O 1 ro
i in ; ! 11 13 7 ’
! o
C8 7 6'/C-10' 12 6 O TN
‘ l ‘ l 3 N g7
1 & '
5
T T T T T T T T T . ,
138 136 134 132 130 128 10" 9
ppm
o — -
v [ B
i ©e © 0
N &) I
L') |
1
- G) ~ N -
i ' (@) o
(6] ! (@] | i
| | ‘ ! L‘)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura A88: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do composto 27.

258



472.655 1
2.997
932997 05 475
619.620
699.629
796.228
— 1006.21 -
: 1162.24
\\I 1112.68
1188.93
1225.49 i
1341.63 1252.57
1402.98
144514 1486.52
1501.83 1574.34 -
1595.69
1618.92
T T T T T T T T T r T ,
o o o o o o o
» [o0] ~ © Ire) JF =

(%) eroueywsuel|

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de Onda (cm™)

Figura A89: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 27.

259



260

Intens. +MS, 0.65-0.69min #104-112

] 512.4147
30001
2000
1000- 512.0452

] 512.3125 512.8186

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
5118 5120 512.2 512.4 5126 512.8 5130 miz

Figura A90: Espectro de ESI-(+)-MS (150 — 1000 m/z) do composto 27.



T€Ts —

$59'S —

bSb'O ~_
¥8v'9 "
86597
9ET’L
LST'L
9L
(VA A
8v°L
L8V°L
6vL
T1S°L
L1S°L
€¢8°L

8¢S'L
965°L
619°L
069°L
GE8°L

SLS'8~_
16658 <"

€09 —

@]
1
13 7

o ol

e =
602, LN
wmm.m/ .N _
(STL o_|-
%SW T | <
bhbL
9L
oL'L
8L
e .
v S -
ST T | =
LIS, VN -
€257, WJ il
ges /e T
sl 7=
966, \u/un_H -
6192 \M _
5992
069, \

2

7.4

ppm

7.6

PH

L

E66'0
660

BES0

Fese

0°C

=460

00T |

T |

12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
ppm

13.0

Figura A91: Espectrode RMN de *H (300 MHz, CDCIl;) composto 28.

261



89'SS —

66079 —

6ETC0T —

€0S8°£0T —
€0S°ETT —

855'¢TT
9bS'ETT
£59°€CT
20€°8ZT —
[Ax:R:144 A

TSTET
7

omm.mmﬂ
NNvaﬁ x
bOT'8ET
LYEEVT
€C8'6VT —

¥S0'vST —

£V VIT ~
T80°99T —

690°00C —

855°CCT —

WPS'ECT —
€59°€CT —

C-10/C-12

LD

€D -
6-0 -

20€'8¢T — / -

€88 — , —
o’
-
O
=~
{
@]
b5 TET —
96€°SET —
b LT —
HOT'8ET —

A

170 ———

T

T

123.0 122.5 122.0
ppm

123.5

124.0

0 -——

o

135 133 131 129
ppm

137

D-—

-10

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

230

Figura A92: Espectrode RMN de **C (75 MHz, CDCl;) composto 28.

262



90

400.72
535.586 596 813
617.357
697.226
751.519
838.703
910.008
e
: 997.137 B
s 1051.16
il 1113.68
1164. 66
1223.54
1257 44|
1345.23
1441.50
1500.92 1574.78 154914
W&/B.:
1725.99 i
_ 285222
2924 62
3052.79 B
31415
1 1 1 1 1
o o o o o
o] N~ [(e] 9] <

(%) erouejwsuel |

3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm-1)

3500

4000

Figura A93: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 28.

263



264

Intens.
X106

w
!

N
!

.
L

387.1453
L 4

388.1482

389.1510

+MS, 0.56min #86

386.5

387.0

3875

388.0

3885

389.0

Figura A94: Espectro de ESI-(+)-MS (150 — 1000 m/z) do composto 28.

389.5

miz



90¢'S —

Yepr's —

656'S —

b9
0Sb'9
wUuv'9
08+'9
5899

Sb2'9 \
6L9

6bb" L
SLv'L
w@r'L
661,

SIS'L—F
TESL
78S,
665,
S¢9'L

L2971 —

(@] O
i @
© =2}
z_ 7 ®©
P/ -
= =
®
=
O
<+
(Ve
M~
-
o
o0 h
o —
=
b9 —] —
0st'9—| —
©0
I
2ur9—f —
08t'9 —{—
6bb'L — o

SLY'L \

[
66v°L <"
SIS~

TESL
\

¢SS°L—

66S°L —

S¢9'L —

H-7/H-10/
H-11/H-12

e
I
|

-13

H-9/H

6.48 6.46 6.44 6.42
ppm

7.55 7.50 7.45
ppm

7.60

7.65

JT-H

HO ———

Feot
=660
60

0T [

'S

€1
Az6'1

12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

13.0

ppm

Figure A95: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) composto 29.
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Figure A96: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) composto 29.

266



699.094

741.106
801.582
923.816

1003.83
1035.9

1113.43

1342.17

1445.03 —1491.03
1502.67

1248.28 |

90

1 T T T T
o o o o
N~ © Ye] <

80

(%) eoueywsuel |

30

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Numero de Onda (cm™)

Figura A97: Espectro no Infravermelho (ATR) do composto 29.
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