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RESUMO

Nas trés ultimas décadas, as taxas de mortalidade causadas por infec¢des
fungicas tem crescido substancialmente, devido ao surgimento de novos fungos
patogénicos e ao aparecimento de infec¢des resistentes ao tratamento com 0s
medicamentos disponiveis. Esse cendrio tornou a pesquisa e o desenvolvimento
de novos farmacos antifUngicos extremamente relevante. Nesse contexto, este
trabalho apresenta a sintese e a avalicdo das atividades de nove derivados
triazolicos inéditos. O design das novas moléculas foi realizado utilizando a técnica
de simplificagdo molecular, tendo o antifingico ravuconazol como substancia
prototipo. Os novos compostos foram sintetizados em no maximo seis etapas e
foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho e espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H, 3C e DEPT 135. Alguns compostos
intermediarios da rota sintética também foram caracterizados por experimentos de
RMN em duas dimensdes (COSY, HSQC e HMBC), para confirmar suas estruturas.
A atividade antifungica foi avaliada através de testes de Concentracdo Inibitoria
Minima e as espécies fungicas testadas foram Candida albicans, Candida glabrata,
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Trichophyton rubrum e
Trichophyton interdigitale. Para as espécies avaliadas, 0os novos compostos
triazolicos ndo foram ativos em concentracdes ideais. Todavia, um pequeno
namero de espécies foi avaliado e estudos futuros devem ser realizados para

investigar uma possivel atividade dos compostos sintetizados nesse trabalho.

Palavras chave: Azdis, antifungicos, click chemistry, Quimica medicinal.



ABSTRACT

In the last three decades, the mortality rate caused by fungal infections has
substantially increased due the appearance of new pathogenic fungi and the
emergence of infections resistant to the available drugs for treatment. This scenario
has made the search and development of new antifungal drugs extremally relevant.
In this context, this work presents the synthesis and evaluation of their activities of
nine unprecedented triazole derivatives. The new molecules were design using the
molecular simplification technique, in which the ravuconazole antifungal was used
as the prototype substance. The new compounds were synthetized in a maximum
of six steps and were characterized by infrared spectroscopy and Nuclear Magnetic
Ressonance (NMR) spectroscopy of H, 3C and DEPT 135. Some intermediate
compounds of the synthetic route were also characterized by two dimensions NMR
experiments (COSY, HSQC and HMBC) to confirm their structures. The antifungal
activity was evaluated by minimum inhibitory concentration tests and the fungi
species tested were Candida albicans, Candida glabrata, Cryptococcus
neoformans, Cryptococcus gattii, Trichophyton rubrum and Trichophyton
interdigitale. For the evaluated species, the new triazole compounds were not active
in an ideal concentration. However, few species were tested and further studies
should be done to investigate a possible activity of the compounds synthetized in

this work.

Key words: Azoles, antifungals, click chemistry, medicinal Chemistry.
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1. INTRODUCAO
1.1. Fungos

Os fungos séo organismos que por muito tempo foram considerados apenas
como colonizantes ou parasitas inofensivos. Todavia, nos Ultimos anos, eles tém
ganhado destaque do ponto de vista econdmico e médico, devido suas diversas
aplicacbes biotecnologicas e por suas caracteristicas oportunistas causando
infeccdes de alta letalidade. (2]

Estima-se que existam 2 milhBes de espécies de fungos na Terra, sendo
muitos deles aplicados em vérias areas biotecnoldgicas, como na obtencdo de
produtos naturais farmacologicamente ativos e na preparacdo e conservagao de
alimentos.l®4 Apesar dos beneficios do uso biotecnolégico de algumas espécies
de fungos, cerca de 600 deles sdo patdégenos, causando prejuizo ao homem,

plantas ou animais. [

1.1.1. Morfologia dos fungos
Os fungos sao seres eucarioticos e, apesar de emergirem de um mesmo
ancestral que os animais e as plantas, possuem caracteristicas morfolégicas e
fisiol6gicas Unicas. Por essa razdo, em 1969 foram classificados como um Reino a

parte, o Reino Fungi. [6:7]

O crescimento do fungo constitui-se de duas etapas: vegetativa e reprodutiva.
Na fase vegetativa ele pode apresentar duas formas basicas: leveduras e hifas. As
leveduras sdo unicelulares e delimitadas, ja as hifas séo pluricelulares e se formam
como tubos que se estendem continuamente nas extremidades. Um conjunto de
hifas € denominado micélio e pode ser visto a olho nu. Alguns fungos s@o dimaorficos
e podem alternar entre a fase micelial e leveduriforme. Essa caracteristica &
particularmente comum em alguns fungos patogénicos. 671 Na fase reprodutiva os
fungos se apresentam na forma de esporos ou conidios, dependendo se a
reproducdo € sexuada ou assexuada. Apos formados, os conidios ou esporos

precisam ter acesso livre ao ar para serem disseminados. [

1.1.2. Estrutura celular do fungo
A analise da superficie de hifas e leveduras mostra uma estrutura composta
por trés matrizes interconectadas: extracelular, parede celular e membrana

plasmatica. No interior encontram-se as organelas comuns aos eucariontes. []



A matriz extracelular € composta por enzimas extracelulares e por substancias
mucilaginosas (substancias gelatinosas que retém agua), que sdo viscosas e
conferem aderéncia a célula de certos fungos. Abaixo da matriz celular encontra-
se a parede celular, responsavel por manter a integridade estrutural do
microorganismo e sua forma. Essa parede é formada por polissacarideos, lipideos,
proteinas e carboidratos. Os glucanos séo os polissacarideos mais significativos,

sendo a quitina (Figura 1), um B-glucano, o componente em maior concentragao.
[7.8]

C“zO“ 0 NHCOCH;

H ) o)
NHCOCH; CH,OH n

Figura 1. Estrutura da quitina.

A membrana plasmatica € constituida por uma camada dupla de fosfolipideos,
uma estrutura de proteinas imersas em uma camada dupla lipidica, carboidratos
em pequenas quantidades e proteinas de superficie, que se ligam fracamente a
membrana. O ergosterol (Figura 2) € o lipideo presente nas membranas fungicas,
sendo responsavel por sua permeabilidade, fluidez e estruturas caracteristicas. A
difusdo e o transporte pela membrana sdo diretamente dependentes da sua

estrutura lipoproteica. ']

HO

Figura 2. Estrutura do ergosterol.

1.1.3. Nutricdo dos fungos
Os fungos séo heterotréficos, obtendo seus nutrientes através de enzimas
secretadas nos substratos e absorvendo esses nutrientes pré-digeridos atraves da
parede e da membrana celular. Eles podem utilizar varios substratos como fonte de
carbono, se desenvolvendo em uma variedade de habitats. Os fungos podem se

alimentar de matéria morta (saprdfitas) ou de organismos vivos (parasitas). [24.6]



1.1.4. Fungos patdogenos emergentes

Estudos recentes relacionam espécies fungicas emergentes a disturbios no
ecossistema, perda de biodiversidade, extingdo de espécies e riscos a seguranga
alimentar. Esse notavel surgimento de novos fungos patogénicos provavelmente se
relaciona com a capacidade dos fungos sobreviverem de forma independente de
seu hospedeiro (como uma sapréfita de vida livre ou como esporos duraveis no
ambiente), associada ao risco de fécil transporte do indculo flngico para outro
hospedeiro.®

O grande perigo concernente ao surgimento de novos fungos patogénicos
reside no fato de muitos deles serem resistentes aos antifingicos existentes. Em
2016, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) publicou um alerta
mundial em Atlanta, nos EUA, sobre um surto de contaminacgéo por Candida auris.
Esse fungo foi isolado pela primeira vez no canal auditivo de um paciente no Japéo
em 2009 e alguns anos mais tarde surgiram surtos na india, na Africa do Sul, na
Venezuela, na Coldombia, nos Estados Unidos, no Reino Unido e na Espanha. As
infeccbes por Candida auris, assim como outras infec¢des invasivas por candida,
acometem pacientes com o sistema imunolégico comprometido por doencas pré-
existentes, agravando seu quadro clinico. A taxa de mortalidade entre os pacientes
infectados por C. auris é alta, devido a dificuldade em se detectar a contaminagéo
utilizando métodos laboratoriais convencionais e ao fato de algumas infeccbes

serem resistentes aos antifingicos empregados. [10.11.12]

1.2. Doencgas fungicas

Tipicamente, as infec¢des flngicas sado classificadas em dois tipos: invasivas
ou superficiais. As infec¢des superficiais sdo comuns e causadas principalmente
por espécies de Candida, atingindo unhas e pele. Estima-se que infeccles
superficiais afetem aproximadamente 25% da populacdo ao redor do mundo e,
apesar de diminuirem a qualidade de vida do paciente, sdo de facil tratamento. Ja
as infecgbes invasivas sdo mais raras e graves, acometendo, em maioria dos
casos, pacientes imunocomprometidos. Elas sdo preocupantes pois apresentam
alta taxa de mortalidade, sendo causadas majoritariamente por espécies
pertencentes aos géneros Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis.*?]

Estimativas globais indicam que surjam anualmente 3 milhées de novos casos de
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aspergilose pulmonar, 700 mil casos de candida invasiva, 250 mil casos de
aspergilose invasiva, 500 mil casos de pneumonia causada por Pneumocystis
jirovecii e 223,1 mil casos de meningite criptocécica associada a HIV. Todavia,
esses valores podem ser ainda maiores devido a falha de diagnéstico em muitos

casos.[

As infecgBes fungicas foram negligenciadas por muito tempo pelos 6rgaos
publicos e privados de saude por atingirem um grupo de risco restrito j& acometido
por outras doencas. Todavia, nas trés ultimas décadas, a epidemiologia das
infeccdes fungicas invasivas tem mudado. A populacdo de pacientes de risco tem
expandido, atingindo pacientes transplantados, com cancer, aidéticos, com sistema
imunolégico suprimido, submetidos a cirurgias invasivas, idosos e bebés
prematuros. Um dos fatores que explicam o aumento do grupo de risco, € 0
desenvolvimento de intervencdes médicas cada vez mais invasivas e modernas
técnicas de imunossupressdo. Além do aumento do numero de pacientes
suscetiveis ao contagio, também cresceu o numero de infec¢bes por outras
espécies oportunistas de fungos, como a Candida glabrata, que tem sido a segunda

maior causa de candidemia. 131511

Apesar de causarem mais de 1,5 milhdo de mortes ao redor do mundo, taxa
maior que a das mortes provocadas por tuberculose e malaria, as infeccdes
fungicas continuam sendo negligenciadas, sendo imprescindivel implantar

melhorias nas técnicas de diagndstico e tratamento. [14.16]

1.3. Farmacos utilizados no tratamento de doencas fungicas

Em geral, existem quatro classes de farmacos usados clinicamente para
tratamento de doencas fungicas: azéis, equinocandinas, polienos e analogos de
pirimidina. Uma quinta classe seria constituida pelas alilaminas, entretanto, elas
sdo usadas apenas topicamente para tratamento de infecgbes superficiais por

dermatofitos. [17]

1.3.1. Equinocandinas
As equinocandinas tem sua acao antifungica baseada na inibicdo especifica
e nao-competitiva da enzima -(1,3)-D-glucan sintase, uma enzima importante na

sintese de componentes essenciais da parede celular do fungo, resultando em
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instabilidade osmoética e morte celular. O alvo de acdo das equinocandinas faz com
que essa classe seja de baixa toxicidade, entretanto, a absor¢cdo no trato
gastrointestinal € muito baixa, impedindo a administracao oral. Atualmente trés
farmacos pertencentes a essa classe estdo em uso: caspofungina, micafungina e
anidulafungina (Figura 3). Eles sao lipopeptideos semi-sintéticos derivados da
producao de fungos e apresentam atividade fungicida contra Candida e fungistatica

contra Aspergillus. [17:18]

HaN
N\ om OH
HO (o] — 0 HO,,_.

Micafungina

Figura 3. Principais farmacos da classe das equinocandinas.

1.3.2. Polienos

Os antifungicos poliénicos sdo macomoléculas organicas, geralmente,
constituidas por um anel lacténico conjugado a um grupo D-micosimina. Devido sua
estrutura anfifilica, os poliénicos formam um complexo com o ergosterol,
produzindo poros que alteram a permeabilidade da membrana celular, o que

permite o vazamento do contetdo citoplasmatico e causa lise celular do fungo. (1]

A anfotericina B (Figura 4) é o farmaco de referéncia na classe dos poliénicos,

sendo seu nome derivado da sua caracteristica anfotérica. Ela é obtida de fontes
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naturais, tendo sido isolada em 1955 e ja utilizada em alguns casos clinicos no final
da década de 1950. A anfotericina B apresenta o maior espectro de acao entre
todas as classes de antifungicos disponiveis, entretanto, € extremamente téxica,
sendo associada com frequéncia a disfuncao renal. Alguns efeitos colaterais, como
nausea e tremores, ocorrem devido a infusdo, entretanto, outros efeitos adversos
se relacionam a sua capacidade de ligacdo com o colesterol e outros constituintes
da membrana celular humana. Apesar do risco inerente a seu uso, a anfotericina
B continua sendo o antifingico mais empregado no tratamento de infeccbes
sistémicas graves, quando ndo ha resposta ao tratamento com outras classes de

medicamentos. [17:18.19

Figura 4. Estrutura da anfotericina B.

1.3.3. Anélogos de pirimidina
A flucitosina (Figura 5) € um analogo de pirimidina fluorado que atua inibindo
a sintese de acido nucléico. Esse analogo de pirimidina interfere no metabolismo
de pirimidina e nas sinteses de RNA/DNA e proteinas, apresentando atividade
fungistatica. Este composto € altamente seletivo para células fungicas, entretanto,
resisténcia ao tratamento é comum, sendo necessaria a associagcdo com outro

antifungico.!’]

NH,

N
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Figura 5. Estrutura da flucitosina.




1.3.4. Azébis
Os azois se popularizaram como tratamento para doencas fungicas na década
de 70 e, atualmente, constituem a classe mais empregada em tratamentos e
prevencao de infec¢Bes fungicas por possuirem um grande espectro de acao e facil
administracdo. Eles atuam na inibicdo da sintese do ergosterol, sendo um alvo de
acao seletivo, pois a biossintese de esterdis varia significativamente entre os

Reinos. [21:22.23]

1.3.4.1. Mecanismo de acéo

Os antifungicos azélicos impedem a sintese de ergosterol (Figura 6) atraves
da inibic&o seletiva da enzima lanosterol 14-a-desmetilase (CYP51) (Figura 7), uma
metaloenzima que faz parte da superfamilia de hemeproteinas citocromo P450. Na
inibicdo, os nitrogénios N3 ou N4 de anéis imidazdlicos ou triazélicos se ligam ao
ferro do grupo heme presente na enzima como um sexto ligante axial (Figuras 8 e
9). Apesar dessa interacdo ser crucial para a atividade antifingica, estudos
mostram que podem ocorrer outras do tipo van der Walls, hidrofébicas ou m-
stacking entre outras partes da molécula e residuos de aminoacido da enzima. Ao
se ligar a enzima, o antifungico impede que ela realize a desmetilagdo oxidativa de
esterdis intermediarios através do grupo heme, impossibilitando a converséao de
lanosterol em ergosterol. Ao ser acumulado, o lanosterol sofre acdo da enzima A-
5,6-desaturase e é transformado em l14a-metil-ergosta-8,24(28)-dien-33,6a-diol,
um esteroide toxico para a célula fungica, cuja incorporacdo na membrana celular

leva a alteracdes na sua fluidez, permeabilidade e integridade. [21.22.23]



HMG-CoA redutase
Pirofosfato de farnesila <: Acido mevalénico <: HMG-CoA
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Esqualeno Acetil-CoA
Alilaminas Esqualeno epoxidase
Epodxido de Esqualeno

Esqualeno epoxido ciclase

Lanosterol

Azéis@ Esterol 14a-desmetilase

Zimosterol |:> Fecosterol I:> Ergosterol

A-24-esterol-metiltransferase

Figura 6. Biossintese do ergosterol. (Adaptado de Franca e colaboradores,2014). 122

Figura 7. Enzima lanosterol 14-a-desmetilase de Candida albicans.
Fonte: Protein Data Bank (PDB). Cédigo: 5v5z [24
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Figura 8. Representacdes da interacao entre os nitrogénios N3 de imidazéis (esquerda) e N4 de

triazéis (direita) com o ferro do anel porfirinico da enzima.

R9¢

Figura 9. Estrutura cristalina da enzima CYP51 interagindo com farmaco fluconazol.
Fonte: Protein Data Bank (PDB). Codigo: 1EA1

1.3.4.2. Breve histérico do uso de antifungicos azélicos

O primeiro antifingico azdlico a ser usado clinicamente foi o clormidazol
(Figura 10), no ano de 1958, mas seu uso era restrito a medicamentos topicos. 2]
Foi apenas no ano de 1969 que dois imidazdis foram lancados no mercado como
alternativas ao tratamento topico, o clotrimazol e o miconazol (Figura 10).
Entretanto, ainda havia a necessidade de se desenvolverem farmacos para o
tratamento de doencgas fungicas invasivas, como uma alternativa a anfotericina B,
gue apresentava sérios efeitos colaterais. Nesse contexto, miconazol foi aprovado
em 1979 para administragéo intravenosa, mostrando ser efetivo no tratamento de

candidiase e meningite criptococica, apesar da infusdo da medicacdo causar
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nauseas, febre, erupcbes cutédneas e evidenciar os primeiros sinais da toxicidade

cardiaca dos azois. 28]

Em 1981, o farmaco cetoconazol (Figura 10) foi aprovado para formulactes
orais, tornando-se o tratamento preferencial, devido a facilidade de administracao,
nao obstante, a absorcao variar entre os pacientes, devido sua dependéncia do pH
estomacal. Com o tempo de uso, observou-se que o cetoconazol exibiu sérios
efeitos colaterais, como hepatotoxicidade e diminuigéo na dosagem de testosterona
e cortisol. A diminuicdo dos niveis hormonais no ser humano evidencia a baixa
seletividade dos imidazois na enibicdo da enzima fungica CYP450 em relacdo a
enzima em humanos. Em 1990, a introdug&o dos primeiros triazolicos levou a
diminuicdo no uso do cetoconazol via oral, entretanto, ele continua sendo

amplamente utilizado para tratamento de micoses superficiais. [25:26]

Os antifungicos triazélicos foram introduzidos no mercado através de dois
farmacos, o fluconazol e o itraconazol (Figura 10), com maior espetro de acéo e
mais seguros. O fluconazol se apresentou vantajoso em relacdo ao cetoconazol,
com uma alta absorcéo oral independente do pH estomacal e uma alta solubilidade
em agua, facilitando a administracdo intravenosa. Eles séo triazbis de primeira
geracdo, apresentando maior espectro de acdo e efeitos colaterais menos
significativos que os imidazéis. O fluconazol foi o maior destaque em relacdo ao
cetoconazol, devido suas melhores propriedades farmacocinéticas, podendo ser
formulado via oral ou venosa. Apesar das notaveis melhorias, os triazéis de primeira
geracdo ainda apresentavam limitacbes significativas, devido a falta de
seletividade, ocorrendo inibicdo cruzada com a enzima CYP450 em humanos. Além
disso, as primeiras cepas de Candida spp. e Aspergillus spp. resistentes a azois

comegcaram a surgir, ndo respondendo ao tratamento com fluconazol. [26:27]

Como uma alternativa ao fluconazol, em 2002, foi aprovado o uso de
voriconazol (Figura 10) para formulagdes orais ou venosas. Apesar de consideravel
aumento no espectro de acdo em relagéo aos antifingicos anteriores, ainda haviam
problemas de interagcbes com outros farmacos. O uso de voriconazol também
mostrou efeitos adversos ndo relatados para os azéis anteriores, como confusao

mental e alteracdes na pele. Como uma solucéo a interacdo medicamentosa, em
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2006 foi lancado o posaconazol (Figura 10), com espectro de acdo similar ao

voriconazol, mas com maiores restricdes a absorgéo via oral. (26271

O antifangico mais recente lancado foi o ravuconazol (Figura 10), sintetizado
pela Tsukuba Research Laboratories of Esai Co. Ltda no Japéo, sendo licenciado
pela Bristol-Myers Squibb Co. Ele apresentou amplo espectro de acéo e atividade
in vitro e in vivo para varias espécies de fungos. Atualmente, é utilizado para
tratamento de onicomicoses no Japdo e comercializado na forma de seu pro-
farmaco, o fosravuconazol. Entretanto, ravuconazol apresenta dois centros quirais

em sua estrutura, tornando sua sintese em larga escala um desafio. 2829
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Figura 10. Estruturas dos principais farmacos azélicos.

1.4. Desenvolvimento de novos antifungicos

As infec¢des fangicas tém se mostrado um grande desafio para o diagndéstico
e tratamento, devido as poucas opc¢des de medicamentos disponiveis. Estudos
para o desenvolvimento de novas opg¢des sao cruciais, principalmente, diante dos
riscos inerentes ao surgimento de novas espécies patdgenas e da crescente
resisténcia dos fungos aos farmacos de primeira escolha.

Algumas caracteristicas sdo necessarias para que um antifingico seja ideal:
ativo e seletivo para o alvo terapéutico; possuir propriedades de absorcéo,

distribuicdo, metabolismo e excrecdo adequadas; permitir administracao oral e
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intravenosa; ser fungicida preferencialmente a fungistatico.'®! Diante dessas
premissas, ganham destaques as técnicas de planejamento estrutural de farmacos
visando propor e sintetizar compostos ativos, eficientes e com efeitos colaterais
minimos. Todavia, obter novos antifiingicos eficientes permanece um desafio, visto
a similaridade entre a célula fangica e a célula humana, ambas eucarioticas. Além
disso, os possiveis alvos terapéuticos na célula fungica sdo pouco conhecidos
estruturalmente e variam entre as espécies, dificultando um design molecular

racional de um novo farmaco.

1.5. Design racional de farmacos e a simplificacdo molecular
A descoberta de novos farmacos é um processo complexo, devido a
variedade de fatores envolvidos para se obter um medicamento efetivo e com as

propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas desejadas. 3132

O planejamento de um novo farmaco passa por varias etapas, sendo
determinante a escolha do alvo terapéutico, cujo a estrutura pode ser conhecida ou
ndo. Apos a escolha do alvo terapéutico, a nova estrutura proposta pode ser
baseada no substrato natural do receptor, sendo entdo realizadas modificacfes
moleculares a fim de investigar a complementaridade ligante-receptor. Ao
comprovar-se a atividade farmacoldgica in vivo do novo composto proposto, tém-
se entdo um protoétipo, que pode ser otimizado realizando-se outras modificacdes

moleculares planejadas. [31:32]

Uma das técnicas empregadas na obtencdo de novos compostos mais
simples é a simplificacdo molecular. Ela se baseia em idealizar uma estrutura mais
simples a partir de um protétipo estruturalmente complexo, que pode ser de origem
natural ou ndo, atentando-se para a contribuicdo farmacoférica de cada grupo
presente no prototipo. 132 A simplificacdo molecular é vantajosa pois compreende
a reducédo do peso molecular, remocao de centros quirais e diminuicdo dos grupos
funcionais, levando a obtencdo de compostos com rotas sintéticas menores, mais

simples e vantajosas economicamente.
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2. OBJETIVOS

O propésito deste trabalho é a sintese de uma nova série de derivados
triazolicos analogos do ravuconazol e a avaliacdo de suas atividades antifingicas

frente as linhagens de referéncia de leveduras e fungos filamentosos.

2.1. Rota sintética proposta

O design estrutural dos compostos sintetizados foi realizado utilizando-se a
técnica de simplificacdo molecular, tendo como substancia modelo o antifingico
ravuconazol. Na Figura 11 mostram-se em cores iguais 0S grupos que foram
mantidos nas estruturas das novas substancias sintetizadas. O plano de sintese é

mostrado no Esquema 1.
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Figura 11. Substancia modelo (ravuconazol) e estrutura geral dos novos compostos.

13



0
NH; HNT O Br
. ' . A N/\
! ji F
F F E
(1) (2)
jii
N/tl\\l 0] N/>l\\l (0]
N _N N
A\ \)J\N/Y\N/Q/R N N\ \)LN/\
F N=pN - F
F F
(4a-49) (3)
_ o
(4b) (4h) (4i)
R 4a 4b 4c 4d 4e Af 49 4h 4i
Grupo | CN NO2 Cl | C(CHsa)s F CF3 H NH2 | NCOCHz3s

Esquema 1. Plano de sintese. i) Brometo de propargila, DMF, KI, K2COs, 48 h, t.a. ii) Brometo de
bromoacetila, CH,Cly,trietilamina, 24 h, t.a. iii) 1,2,4-triazol, K,COs, acetona anidra, 24 h, t.a. iv)

Azida aromatica, H2O:CHCl,, CuSO., ascorbato de sédio, 2-48 h, t.a. v) Hy, Pd/C, etanol, 40

minutos, t.a. vi) Anidrido acético, CH2Cl,, 2 h, t.a.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos

3.1.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)
As andlises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram feitas
utilizando-se placas POLYGRAM-UV254 0,20 mm MACHEREY-NAGEL e

reveladas através de lampada ultravioleta (comprimento de onda igual a 254 nm).

3.1.2. Cromatografia de adsor¢&do em coluna
Os compostos obtidos foram purificados através de cromatografia de
adsorcao em coluna utilizando-se como fase estacionaria silica-gel comum de grau

técnico 60 A (40-63 um) e silica para cromatografia flash.

3.1.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Os espectros de RMN foram obtidos em equipamentos Bruker AVANCE Il
400 e AVANCE DPX 200, operando a 400 MHz e 200 MHz, respectivamente, para
experimentos de 'H e a 100 MHz e 50 MHz, respectivamente, para experimentos

de 13C. Os espectros foram calibrados utilizando-se TMS como referéncia interna.

3.1.4. Infravermelho
Os espectros no infravermelho foram obtidos no equipamento Spectrum One
da Perkin Elmer, utilizando-se a técnica de refletancia total atenuada. Os espectros

foram obtidos na faixa de 4000 a 650 cm™, com resolugéo de 2,0 cm™.

3.1.5. Temperatura de fuséo
Para determinacdo das temperaturas de fusdo utilizou-se um aparelho
GEHAKA-PF1500.

3.2. Reagentes e solventes
Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos de fontes comerciais e nao
passaram por tratamentos adicionais, excetuando-se 0s solventes acetato de etila,

hexano e acetona que foram destilados previamente.

3.3. Sintese e caracterizacao

Foram sintetizados nove novos compostos finais (compostos 4a a 4i), trés
compostos intermediarios (compostos 1, 2 e 3), seis azidas aromaticas, sendo cinco
delas 1,4-dissubstituidas (substituintes CN, CI, F, CF3, C(CHz3)3) e a fenil azida. A

1-azido-4-nitrobenzeno estava disponivel no laboratério.
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3.3.1. 2,4-difluoro-N-(prop-2-in-1-il)anilina (1)

Procedimento adaptado de Majumdar e Ganai.l*?

Em um balédo de 50 mL foram adicionados 8,5 mmol de carbonato de potassio,
iodeto de potassio em quantidade catalitica e 30 mL de dimetilformamida seca. Em
seguida, o ar atmosférico foi removido do interior do baldo, utilizando-se argénio e
foram adicionados 8,5 mmol de 2,4-difluoroanilina. Entdo, sob agitacéo,
gradualmente foram adicionados 8,5 mmol de brometo de propargila. A reacéao foi
mantida a temperatura ambiente (entre 20 e 30°C) e acompanhada por CCD
utilizando como eluente uma mistura hexano:acetato de etila na proporcao 15:1.
ApOs 48 h, adicionaram-se 20 mL de acetato de etila e 20 mL de agua destilada a
mistura reacional. As fases foram separadas e a fase organica foi extraida com
agua destilada (2 x 20 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro,
filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida. O produto bruto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-se o mesmo eluente das
analises de CCD. O composto 1 foi obtido puro como um 6leo amarelo com

rendimento de 31%.
Formula molecular: CoH7F2N
Massa molar: 167,03 g.mol*

IV (cm-?): 3420, 3300, 1603, 1517, 1433, 1330, 1266, 1204, 1142, 1103, 1070, 958,
847, 798, 720. (Figura 12, Pagina 38).

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): ¢ (multiplicidade, integracao, atribuicdo, constante
de acoplamento): 6,87-6,70 (m; 3H; H6, H7 e H9); 3,92-4,00 (m; 3H; H3 e H4); 2,23
(t; 1H; H1; 4Jn1ns = 2,2 Hz). (Figura 12, Pagina 39).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 155,1 (dd; C8 ou C10; Ycr=237,4 Hz; 4Jcr = 11,0 Hz); 151,4 (dd;
C8 ou C10; YJc.F=241,0 Hz; 4Jc-F= 11,6 Hz); 131,8 (dd; C5; 2JcsF =11,7 Hz; JcF =
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3,0 Hz); 113,2 (dd; C6; 3Jce-F = 8,9 Hz; 3Jce-F = 4,3 Hz); 110,7 (dd; C7; 2Jc7-F = 21,6
Hz; 4Jc7-F= 3,8 Hz); 103,6 (dd; C9; 2Jco-F = 26,6 Hz; 2Jcor =22,7 Hz); 80,4 (s; C2);
71,7 (s; C1); 33,7 (s; C3). (Figura 14, Pagina 40).

3.3.2. 2-bromo-N-(2,4-difluorofenil)-N-(prop-2-in-lil)acetamida (2)

0
Br. 12 ,3/3&
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Procedimento baseado no trabalho de Zhang e colaboradores. [3°

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 6,5 mmol do produto 1, 20 mL de
CH2Cl2 e 6,5 mmol de trietilamina. O ar atmosférico foi removido do interior do bal@o
utilizando-se argénio e 6,5 mmol de brometo de bromoacetila foram adicionados
lentamente. A reacao foi acompanhada por CCD, utilizando-se uma mistura na
proporcao 5:1 de hexano:acetato de etila e, apds 24 h, completou-se. A reacéao foi
extraida trés vezes com solugdo aquosa de acido cloridrico (100 mL de agua
destilada + 4 mL de &cido cloridrico 37% m/v). Entdo, as fases orgéanicas
combinadas foram extraidas outras 3 vezes com 100 mL de solu¢do aquosa
saturada de bicarbonato de sodio. Enfim, realizou-se uma tltima extracao das fases
organicas combinadas apenas com agua destilada. Em seguida, a fase orgéanica foi
seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente removido com o auxilio de
rota evaporador, obtendo-se um solido amarelo. O soélido foi purificado em coluna
cromatografica de silica-gel, utilizando-se o mesmo eluente das anélises de CCD.

O produto final foi obtido puro com 68% de rendimento.
Formula molecular: C11HsONBrF2

Massa molar: 286,98 g.mol*

Faixa de fus&o: 40,0 — 40,7 °C

IV (cmt): 3222, 3072, 2982, 2121, 1655, 1600, 1508, 1431, 1396, 1352, 1301,
1280, 1267, 1242, 1204, 1144, 1126, 1109, 1100, 1041, 1025, 964, 905, 854, 820,
763, 724, 696. (Figura 16, Pagina 42).
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RMN de 'H (CDCIls, 400 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicdo, constante
de acoplamento): 7,60-7,40 (m; 1H; H6); 7,10-6,90 (m; 2H; H7 e H9); 4,85 (dd; 1H;
H3; 4JnsH1 = 2,5 Hz; 2JH3-H3 =17,4 Hz); 4,15 (dd; 1H; H3’; 4JH3-H1 = 2,5 HZz; 2JH3-H3
=17,4 Hz); 3,71 (d; 1H; H12; 2JH12-H12=11,4 Hz); 3,62 (d; 1H; H12’; 2Jh12-H12=11,4
Hz) 2,24 (t; 1H; H1; 4Jn1-H3 =2,5 Hz; 4Jn1-vz =2,5 Hz). (Figura 17, Pagina 43).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): & (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 166,2 (s; C11); 163,0 (dd; C8 ou C10; YJcr=251,5 Hz; 2Jcr=11,3
Hz); 158,6 (dd; C8 ou C10; Jc-r = 252,1 Hz; 4JcF = 12,6 Hz); 131,9 (d; C6; 3Jcs-F
=9,7 Hz); 124,0 (dd; C5; 2Jcs-F = 13,0 Hz; 4Jc-F = 4,1 Hz); 112,4 (dd; C7; 2Jc7-F = 22,2
Hz; 4Jc7-F = 3,9 Hz); 105,5 (dd; C9; 2Jce-F = 26,2 Hz; 2Jco-Fr =23,6 Hz); 77,5 (s; C2);
73,5 (s; C1); 38,4 (s; C3); 26,2 (s; C12). (Figura 20, Pagina 46).

3.3.3. N-(2,4-difluorofenil)-N-(prop-2-in-1-il)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-

ilacetamida (3)

Procedimento adaptado de Huang[3*

Em um baldo de 50 mL foram dissolvidos 3,7 mmol do produto 2 em 15 mL
de acetona anidra. Em seguida, foram adicionados 5,6 mmol de carbonato de
potassio e 5,6 mmol de 1,2,4-triazol. O baldo foi selado e o ar atmosférico removido
com argbnio. A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando-se a mistura
hexano:acetato de etila na proporcao de 1:1 como eluente e, ap6s 24 h, completou-
se. A acetona foi evaporada sob presséo reduzida e ao residuo foram adicionados
20 mL de agua e 20 mL de acetato de etila. As fases foram separadas e a fase
organica extraida duas vezes com agua destilada, seca com sulfato de sédio anidro

e filtrada. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e obteve-se um sélido
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branco. O solido foi purificado em coluna cromatografica de silica-gel e obtido com

78% de rendimento.

Formula molecular: CizHi00ONa4F2
Massa molar: 276,08 g.mol*
Faixa de fusdo: 113,2 - 113,6 °C

IV (cm): 3256, 3130, 3074, 2979, 2940, 2126, 1687, 1606, 1509, 1433, 1396,
1358, 1331, 1290, 1234, 1206, 1142, 1106, 1142, 1106, 1044, 1022, 958, 867, 853,
810, 726, 676, 653. (Pagina 29, Pagina 49).

RMN de 'H (CDCIs, 400 MHz): & (multiplicidade, integracao, atribuicdo, constante
de acoplamento): 8,19 (s;1H; H13); 7,91 (s; 1H; H14); 7,52-7,40 (m; 1H; H6); 7,10-
7,00 (m; 2H; H7 e H9); 4,85-4,75 (m; 2H; H12 e H3;); 4,69 (d; 1H; H12’; 2JH12-H12
=16,7 Hz); 4,23 (dd; 1H; H3’; 4Jn3-H1 = 2,5 HZ e 2Jn3n3 =17,4 Hz); 2,25 (t; 1H; H1;
4Jn1-v3H3 =2,5 Hz). (Figura 24, Pagina 50).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): & (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,2 (s; C11); 163,1 (dd; C8 ou C10; YJc-r = 252,2 Hz; 4JcFr= 11,3
Hz); 158,6 (dd; C8 ou C10; Nc.r= 251,7 Hz; 4Jcr = 12,8 Hz); 151,7 (s; C14) 144,9
(s; C13); 131,8 (d; C6; 3Jcs-F = 10,4 Hz); 122,9 (dd; C5; 2Jcs.F =13,1 Hz; 2Jcr= 4,0
Hz); 113,0 (dd; C7; 2Jc7-F =22,3 Hz; *Jc7-F = 3,8 Hz); 105,8 (dd; C9; 2JcoF = 26,3 Hz;
2JcF=23,6 Hz e); 77,2 (s; C2); 73,7 (s; C1); 50,5 (d; C12; J= 2,0 Hz); 38,4 (s; C3).
(Figura 25, Pagina 51).

3.3.4. Compostos 4a a 49

Em um baldo de 50 mL e na auséncia de luz foram adicionados 0,036 mmol
de CuS04.5H20, 0,08 mmol de ascorbato de sédio e 2,5 mL de agua destilada.
Deixou-se sob agitacao por 10 minutos e entao adicionou-se 1,01 mmol do produto
3 dissolvidos em 5 mL de CH2Cl2. O ar atmosférico foi removido com argonio e 1,1
mmol da azida aromatica correspondente foi dissolvida em 2,5 mL de CH2Cl: e a
solucéo adicionada. As rea¢cdes foram acompanhadas por CCD, utilizando acetato
de etila como eluente. Para elaboracao foram adicionados a mistura reacional 60
mL de solugéo aquosa de EDTA 5% m/v, 10 mL de hidroxido de aménio e 60 mL

acetato de etila. As fases foram separadas e a fase organica extraida outras duas
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vezes com 60 mL solucdo de EDTA e 10 mL de hidréxido de amonio. A fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro e filtrada. Os solidos obtidos foram
purificados em coluna cromatogréfica de silica-gel utilizando um gradiente de
eluente de acetato de etila a metanol.

3.3.5. N-((1-(4-cianofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-(2,4-
difluorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (4a)

14
/t’\\j Q 16___17
N 3 1 21
N\ 12 4 2
>3/N 11N 7N 18CN

5 _

F10 6 N=N 20 19
9 7
8
F

Foérmula molecular: C20H14F2NsO
Massa molar: 420,37 g.mol*
Aparéncia: Solido amarelo

IV (cm): 3175, 3115, 3056, 2961, 2935, 2227, 1677, 1665, 1609, 1507, 1433,
1432, 1398, 1339, 1287, 1246, 1228, 1171, 1142, 1102, 1049, 1017, 986, 958, 891,
857, 829, 803, 764, 746, 722, 689, 677, 652. (Figura 31, Pagina 58).

Faixa de fusao: 173,5-176,2 °C

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicéo, constante
de acoplamento): 8,20 (s; 1H; H13); 8,16 (s; 1H; H1); 7,93-7,83 (m; 3H; H17, H19
e H14); 7,84 (d; 2H; H16 e H20; 3Jn17/19-H16/H20= 8,0 HZz) 7,46-7,40 (m; 1H; HI); 7,06-
7,00 (m; 2H; H6 e H7); 5,14 (d; 1H; H3; 2Jn3-H3=16,0 Hz); 4,85-4,68 (m; 3H; H3’;
H12 e H12’). (Figura 32, Pagina 59).

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz): & (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,8 (s; C11); 164,3 (dd; C8 ou C10; YJcr=252,8 Hz; 2Jcr=11,4
Hz); 158,2 (dd; C8 ou C10; YJc-r=251,1 Hz; 4Jc.Fr= 12,4 Hz); 152,0 (s; C14) ;144,8
(s; C13); 144,1 (s; C2); 139,6 (s; C15); 134,0 (s; C17 e C19); 131,5 (d; C6; 3Jcer =
10,0 Hz); 124,2 (dd; C5; 2Jcs-F =13,2 Hz; 4JcsF = 4,2 Hz); 121,8 (s; C1); 120,6 (s;
C16 e C20); 117,6 (s; C21); 113,4 (dd; C7; 2Jc7-F =22,2 Hz; 4Jc7-F = 3,9 Hz); 112,7
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(s; C18); 105,9 (dd; C9; 2Jco-F = 26,2 Hz; 2Jco-F =23,7 Hz); 50,5 (d; C12; Jcr= 3,0
Hz); 45,3 (s; C3). (Figura 33, Pagina 60).

3.3.6. N-(2,4-difluorofenil)-N-((1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-
2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (4b)
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Formula molecular: Ci9H14F2NsOs3
Massa molar: 440,36 g.mol*
Aparéncia: Solido branco

IV (cm): 3131, 3071, 2936, 1688, 1609, 1595, 1523, 1505, 1437, 1393, 1353,
1337, 1272, 1259, 1242, 1194, 1167, 1134, 1106, 1043, 1019, 990, 963, 952, 906,
854, 821, 804, 751, 725, 680, 655. (Figura A2, Pagina 74).

Faixa de fusao: 167,1-168,1 °C

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): ¢ (multiplicidade, integracao, atribuicdo, constante
de acoplamento): 8,41 (d; 2H; H17 e H19; 3Jni7mH1e-H1em20 = 8,0 HZz); 8,26 (s;1H
:H13); 8,17 (s; 1H; H1); 7,98 (d; 2H; H16 e H20; 3Jn16H20-H17/H19 = 8,0 HZ); 7,92 (S;
1H; H14); 7,50-7,40 (m; 1H; H6); 7,10-7,00 (m; 2H; H7 e H9); 5,15 (d; 1H; H3; 2Jns-
H3 = 16,0 Hz); 4,85-4,60 (m; 3H; H3’, H12 e H12’). (Figura A13, Pagina 80).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,8 (s; C11); 163,1 (dd; C8 ou C10; YJcr =252,0 Hz; 4JcF = 11,0
Hz); 158,2 (dd; C8 ou C10; YJcr =251,0; “Jc-F = 13,0); 152,0 (s; C14); 147,4 (s; C18);
144,8 (s; C13); 144,2 (s; C2); 141,0 (s; C15); 131,5 (d; C6; 2Jcsr = 10, 0 Hz); 125,6
(s; C17 e C19); 124,2 (dd; C5; “Jcs.F = 4,0 Hz; 2JcsF = 13,0 Hz); 121,9(s; C1); 120,5
(s; C16 e C20); 113,4 (dd; C7; 2Jc7-F =22,5 Hz; *Jc7F = 4,0 Hz); 105,4 (dd; C9; 3Jco-
F = 26,5 Hz; 3Jco-r = 23,5 Hz;); 50,5 (d; C12; Jc-r = 2,0 Hz); 45,3 (s; C3). (Figura
A14, Pagina 80).
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3.3.7. N-((1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-(2,4-difluorofenil)-
2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (4c)
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Formula molecular: C19H14CIF2N7O
Massa molar: 429,81 g.mol*
Aparéncia: Soélido branco

IV (cm™): 3172, 3117, 3086, 3052, 2999, 2961, 1683, 1665, 1599, 1505, 1441,
1430, 1399, 1338, 1286, 1266, 1243, 1174, 1140, 1098, 1050, 1035, 1016, 987,
960, 891, 878, 860, 820, 803, 766, 735, 724, 687, 677. (Figura A3, Pagina 74).

Faixa de fusao: 154,9-156,3 °C

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): 5 (multiplicidade, integracéo, atribuicédo, constante
de acoplamento): 8,16 (s; 1H; H13); 8,09 (s; 1H; H1); 7,93 (s; 1H; H14); 7,68 (d; 2H;
H16 e H20; 3Jn17,19-H16,20 = 8,0 Hz); 7,50 (d; 2H; H17 e H19; 3Jn16,20-H17,19 = 8,0 HZ);
7,50-7,35 (m; 1H; H6); 7,10-6,95 (m; 2H; H7 e H9); 5,16 (d; 1H; H3; 2Jh3H3 = 12,0
Hz); 4,80-4,70 (m; 3H; H3’, H12 e H12"). (Figura A15, Pagina 81).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,7 (s; C11); 163,1 (dd; C8 ou C10; YJc.r=253,0; 4Jc-Fr=11,0 Hz;);
158,2 (dd; C8 ou C10; YJc.F=251,0; 4Jc-r = 13,0 Hz); 151,9 (s; C14); 144,8 (s; C13);
143,6 (s; C15); 135,4 (s; C18); 134,8 (s; C2); 131,5 (d; C6; Jcs-F = 10,0 Hz); 130,0
(s; C16 e C20); 124,2 (dd; C5; 2Jcs-F =14,0; 4JcsF = 4,0 Hz); 121,8 (s; C1); 121,6 (s;
C17 e C19); 113,3 (dd; C7; 2Jc7-F=23,0; “Jc7-F = 4,0 Hz); 105,3 (dd; C9; ; 2JcoF =26,5;
2JcoF= 23,0 Hz); 50,5 (d; C12; Jc-F = 3,0 Hz); 45,3 (s; C3). (Figura A16, Pagina 81).
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3.3.8. N-((1-(4-(tert-butil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-(2,4-
difluorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (4d)
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Formula molecular: C23H23F2N70
Massa molar: 451,47 g.mol*
Aparéncia: Soélido amarelo

IV (cm™): 2964, 2254, 1671, 1609, 1509, 1430, 1406, 1386, 1325, 1298, 1271,
1201, 1143, 1107, 1045, 1021, 989, 960, 918, 902, 853, 841, 805, 765, 727, 679,
654. (Figura A4, Pagina 75).

Faixa de fusao: 129,9 -131,7 °C

RMN de 'H (CDClIs, 400 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicdo, constante
de acoplamento): 8,19 (s; 1H; H13); 8,07 (s; 1H; H1); 7,93 (s; 1H; H1); 7,64 (d; 2H;
H16 e H20; 2JH16/H20-H17/H19 = 10,0 HZ); 7,53 (d; 2H; H17 e H19; 3Jn1e/H20-H17/H19 = 10,0
Hz); 7,50-7,35 (m; 1H; H6); 7,05-6,95 (m; 2H; H7 e H9); 5,18 (d; 1H; H3; 3JH3-H3 =
12,0 Hz); 4,82-4,69 (m; 3H; H3’, H12 e H12’); 1,36 (s; 9H; H22; H23 e H24). (Figura
Al7, Pagina 82).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,8 (s; C11); 152,5 (s; C14); 152,08 (s; C18); 144,6 (s; C13); 143,3
(s; C15); 134,6 (s; C2); 131,8 (d; C6; Jcs-F = 10,0 Hz); 126,8 (s; C16 e C20); 122,0
(s; C1); 120,3 (s; C17 e C19); 113,4 (dd; C7; 2Jc7-F =22,0; 4Jc7-F = 4,0 Hz); 105,9 (dd;
C9;2Jco-F=27,0; 2Jco-F = 23,5 Hz); 50,7 (s, C12); 45,2 (s; C3); 35,0 (s; C21); 31,4 (s;
C22, C23 e C24). (Figura A18, Pagina 82).

* No espectro de RMN de 13C para o composto 4d os sinais dos carbonos C5, C8 e C10 n&o s&o

visiveis devido o tempo de realizacéo do experimento néo ter sido suficiente.

23



3.3.9. N-(2,4-difluorofenil)-N-((1-(4-fluorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (4e)
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Formula molecular: Ci9H14F3N7O
Massa molar: 413,36 g.mol*
Aparéncia: Solido lilas

IV (cm): 3248, 3139, 3093, 2958, 1679, 1604, 1508, 1432, 1401, 1367, 1340,
1275, 1231, 1182, 1144, 1104, 1050, 1017, 987, 962, 837, 805, 773, 745, 729, 680,
661. (Figura A5, Pagina 75).

Faixa de fusao: 61,2-64,5 °C

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): 5 (multiplicidade, integracéo, atribuicédo, constante
de acoplamento): 8,18 (s; 1H; H13); 8,08 (s; 1H; H1); 7,93 (s; 1H; H14); 7,75- 7,63
(m; 2H; H16 e H20); 7,50-7,35 (m; 1H; H6); 7,30-7,15 (m; 2H; H17 e H19); 7,05-
6,95 (m; 2H; H7 e H9); 5,16 (d; 1H; H3; 2Jn3-H3 = 16,0 Hz); 4,83-4,65 (m; 3H; H3’,
H12 e H12’). (Figura A19, Pagina 83).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,7 (s; C11); 163,0 (dd; C8 ou C10; YJc.r=252,0; 4Jcr = 11,0 Hz);
162,5 (d; C18; Ycis-F =248,0); 158,2 (dd; C8 ou C10; Jc.Fr =251,5; *Jc-F = 12,5 Hz);
151,9 (s; C14); 144,8 (s; C13); 143,6 (s; C2); 133,2 (d; C15; “Jc1sFr=3,0 Hz); 131,5
(d; C6; JcsF = 10,0 Hz); 124,2 (dd; C5; 2JcsF=13,0; *Jcs-F = 4,0 Hz); 122,5 (d; C16 e
C20, Jci7,c1oF = 9,0 Hz); 122,1 (s; C1); 116,8 (d; C17 e C19; Jcies,czo-F = 23,0 Hz);
113,3 (dd; C7; 2Jc7-F =23,0; “Jc7-F = 4,0 Hz); 105,8 (dd; C9; 2Jco-F =26,5; 2Jco-F = 23,5
Hz); 50,5 (d; C12; Jcr= 3,0 Hz); 45,3 (s; C3). (Figura A20, Pagina 83).
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3.3.10. N-(2,4-difluorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-(N-((1-(4-
(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)acetamida (4f)
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Formula molecular: C20H14FsN7O
Massa molar: 463,36 g.mol*
Aparéncia: Sélido cinza

IV (cm): 3128, 2944, 1678, 1616, 1508, 1434, 1404, 1322, 1271, 1167, 1107,
1068, 1040, 1017, 988, 963, 843, 804, 782, 767, 732, 677. (Figura A6, Pagina 76).

Faixa de fusao: 60,2-63,3 °C

RMN de 'H (CDClIs, 400 MHz): ¢ (multiplicidade, integracao, atribuicdo, constante
de acoplamento): 8,21 (s; 1H; H13); 8,18 (s; 1H; H1); 7,93 (s; 1H; H14); 7,90 (d; 2H;
H16 e H20; 3Jn17H19-H16H20 = 8,0 Hz); 7,80 (d; 2H; H17 e H19; 3JH17/H19-H16/H20 = 8,0
Hz); 7,50-7,38 (m; 1H; H6); 7,08-6,98 (m; 2H; H7 e H9); 5,16 (d; 1H; H3; 2JH3-H3 =
16,0 Hz); 4,85-4,68 (m; 3H; H3’, H12 e H12’). (Figura A21, Pagina 84).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,8 (s; C11); 163,1 (dd; C8 ou C10; YJc.r =253,0; 4Jcr = 11,5 Hz),
158,2 (dd; C8 ou C10; Wc.r =251,0; “Jc.r = 13,0 Hz); 151,9 (s; C14); 144,8 (s; C13);
143,8 (s; C15); 139,2 (s; C2); 131,5 (d; C6; Jcs-F = 10,0 Hz); 130,5 (q; C18;2Jc1sF
=33,0); 126,0 (q; C21; YJc21F =241,0); 124,1 (dd; C5; 2Jcs.F =13,5; “JcsF = 4,5 Hz);
122,2 (s; C1); 121,9 (s; C16 e C20); 120,4 (s; C17 e C19); 113,3 (dd; C7; 2Jc7r
=22,5; “Jc7F = 3,5 Hz); 105,8 (dd; C9; 2Jco-F =26,5; %Jco-F = 23,5 Hz); 50,5 (d; C12;
Jcr= 2,0 Hz); 45,3 (s; C3). (Figura A22, Pagina 84).
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3.3.11. N-(2,4-difluorophenyl)-N-((1-phenyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-
2-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)acetamide (49)
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Formula molecular: Ci9H15F2N70
Massa molar: 395,37 g.mol*
Aparéncia: Soélido amarelo

IV (cm): 3357, 1678, 1560, 1508, 1403, 1269, 1246, 1186, 1143, 1104, 1078,
1046, 1020, 989, 962, 923, 852, 827, 797, 758, 731, 689. (Figura A7, Pagina 76).

Faixa de fusao: 61,2-64,5 °C

RMN de 'H (CDClIs, 400 MHz): ¢ (multiplicidade, integracao, atribuicdo, constante
de acoplamento): 8,15-8,10 (m; 3H; H14;H13 e H1); 7,75-7,70(m; 2H; H17 e H19);
7,60-7,40 (m; 4H; H16, H20, H18 e H6); 7,10-6,98 (m; 2H; H7 e H9): 5,19 (d; 1H;
H3; 2Jns-H3 = 12,0 Hz); 4,76 (d; 1H; H3’; 2Jh3-H3 = 12,0 Hz); 4,58 (d; 2H; H12; 2JH12-
H12 = 6,0 Hz); 4,53 (d; 2H; H12’; 2JH12-112 = 6,0 Hz). (Figura A23, Pagina 85).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,2 (s; C11); 163,1 (dd; C8 ou C10; YJc.Fr =253,0; 4Jcr = 11,0 Hz);
158,2 (dd; C8 ou C10; Ncr =250,0; “Jc.r = 12,5 Hz); 143,5 (s; C14); 143,1 (s; C2);
136,8 (s; C15); 131,6 (d; C6; Jce.F = 10,0 Hz); 129,80 (s; C16 e C20); 129,0 (s; C13);
123,5 (dd; C5; 4Jcs.F = 4,5 Hz; 2Jcs-F =14,0); 121,8 (s; C1); 120,4 (s; C17, C18 e
C19); 113,4 (dd; C7; 2Jc7-F =22,5; “Jc7F = 3,5 Hz); 105,9 (dd; C9; 2Jco-F =26,0; 2Jco-F
= 24,0 Hz); 46,0 (d; C12; J= 2,0 Hz); 45,3 (s; C3). (Figura A24, Pagina 85).
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3.3.12. N-((2-(4-aminofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-(2,4-
difluorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (4h)

14

N/tl\\l\)oj\ 16 17
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F1o 6 N=N 20 19
9 7
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Metodologia A

Para a sintese do composto 4h, optou-se pela realizacdo da reducéo do grupo
nitro presente no composto 4b. Para o teste inicial, em um baldo de 50 mL foram
adicionados 0,54 mmol do composto 4b, 0,54 mmol de SnCl2.2H20 e 25 mL de
etanol. Devido a presenca do grupo amido, a reacdo nédo foi realizada em meio
acido ou sob aquecimento, para que ndo houvesse a possibilidade de hidrélise. A
reacdo foi acompanhada por CCD utilizando acetato de etila como eluente. Apos

nove dias o material de partida ndo havia sido totalmente consumido.

Metodologia B

Devido a ineficiéncia do método anterior, testou-se uma nova metodologia.
Em um baldo adicionou-se 0,087 mmol do composto 4b, 0,0075 g de Pd/C e 5 mL
de etanol. O baldo foi selado e removeu-se o ar atmosférico presente em seu
interior por adicdo de argonio. Em seguida, adicionou-se H: utilizando-se uma
bexiga. A reacdo foi acompanhada por CCD e ap6s 40 minutos terminou. Para
elaboracdo, o Pd/C foi removido por filtracdo utilizando-se celite. O solvente foi
removido sob presséo reduzida e o produto purificado por cromatografia em coluna
utilizando como eluente a mistura acetato de etilazmetanol nas proporgdes 10:1,
8:1,6:1,4:1 e 2:1.

O produto 4h foi obtido como um sdlido laranja com rendimento de 14% para

a primeira metodologia e de 20% para a segunda metodologia.
Formula molecular: Ci9H16F2NsO

Massa molar: 410,38 g.mol*
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IV (cm): 2246, 3228, 1678, 1608, 1508, 1432, 1402, 1272, 1243, 1188, 1140,
1104, 1048, 1017, 989, 962, 829, 805, 767, 722, 677. (Figura 34, Pagina 61).

Faixa de fusao: 87,8-90,3 °C

RMN de 'H (CDCIls, 400 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicéo, constante
de acoplamento): 8,18 (s; 1H; H13); 7,95 (s; 1H; H1); 7,93 (s; 1H; H14); 7,50-7,35
(m; 3H; H6, H16 e H19) 7,05-6,80 (m; 2H; H9 e H7); 5,18 (d; 1H; H3; 2JH3-H3 = 12,0
Hz); 4,80-4,68 (m; 3H; H3’, H12 e H12); 3,75 (s; 2H; H21). (Figura 35, Pagina 62).

RMN de 3C (CDCl3, 100 MHz): 6 (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 165,6 (s; C11); 163,0 (dd; C8 ou C10; YJcr=252,0; 4Jc-F = 12,0 Hz);
158,2 (dd; C8 ou C10; Jc.F =251,0; 4JcF = 13,0 Hz); 151,9 (s; C14); 147,2 (s; C18);
144.7 (s; C13); 142,8 (s; C2); 131,6 (d; C6; Jcs-F = 10,0 Hz); 128,5 (s; C15); 124,2
(dd; C5; 4Jcs.F= 4,0 Hz; 2JcsF=14,0); 122,2 (s; C16 e C20); 121,8 (s; C1); 115,3 (s;
C17 e C19); 113,2 (dd; C7; 2c7Fr=22,5; 4Jc7-F = 3.5 Hz); 105,5 (dd; C9; 2Jce-F =26,0;
2JcoF = 23,5 Hz); 50,5 (d; C12; Jc-Fr = 2,0 Hz); 45,3 (s; C3). (Figura 36, Pagina 63).

3.3.13. N-((1-(4-acetamidofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-(2,4-
difluorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (4i)
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Procedimento adaptado de Kathiravan e Nicholls.[3%]

Em um baldo foram adicionados 0,25 mmol do composto 4h e 18 mL de
CH2Cl2. Em seguida, o ar atmosférico foi removido adicionando-se argénio e, entéo,
adicionou-se 0,03 mmol de anidrido acético. A reagéo foi acompanhada por CCD,
utilizando acetato de etila como eluente e apds 2h foi completa. Para elaboracéo,
foram adicionados 20 mL de &gua destilada a mistura reacional. Apds separagéo
das fases, a fase organica foi extraida duas vezes com 20 mL de solu¢do aquosa
saturada de bicarbonato de sédio. A fase orgéanica foi entdo seca com sulfato de
sodio anidro e filtrada. O produto final foi obtido puro como um solido amarelo claro

e em rendimento quantitativo.
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Formula molecular: C21H1sF2NsO2
Massa molar: 452,42 g.mol*

IV (cm): 3340, 3137, 2928, 1667, 1610, 1561, 1519, 1508, 1429, 1402, 1369,
1320, 1286, 1265, 1243, 1185, 1141, 1099, 1049, 1033, 1019, 990, 960, 830, 803,
764, 725, 677. (Figura 37, Pagina 64).

Faixa de fusao: 65,8-66,9 °C

RMN de 'H (CDCIls, 400 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicdo, constante
de acoplamento): 8,19 (s; 1H; H13); 8,04 (s; 1H; H1); 7,93 (s; 1H; H14); 7,91 (s; 1H;
H21); 7,69 (d; 2H; H16 e H20; 3Jn17H19-H16m20 = 2,5 Hz); 7,63 (d; 2H; H17 e H19;
3JH16/H20-H17/H19 = 2,5 HZ); 7,50-7,35 (m; 1H; H6); 7,05-6,95 (m; 2H; H7 e H9); 5,17
(d; 1H; H3; 2JHs-H3 = 16,0 Hz); 4,85-4,70 (m; 3H; H3’, H12 e H12'); 2,20 (s; H23).
(Figura 38, Pagina 65).

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 168,7 (s; C22); 165,7 (s; C11); 163,0 (dd; C8 ou C10; Yc.F =253,5;
4Jc-Fr=11,0 Hz); 158,2 (dd; C8 ou C10; c-r=251,0; 4Jc-F= 12,0 Hz); 151,8 (s; C14);
144,8 (s; C13); 143,2 (s; C2); 138,8 (s; C18); 132,6 (s; C15); 131,6 (d; C6; Jcs-F =
10,0 Hz); 124,1 (dd; C5; 2Jcsr =14,0; 4JcsF = 4,0 Hz;); 121,8 (s; C1); 121,1 (s; C16
e C20); 120,6 (s; C17 e C19); 113,2 (dd; C7; 2Jc7-F=22,5; 4Jc7-F = 3,5 Hz); 105,8 (dd;
C9; 2Jco-F =26,5; 2Jco-Fr = 23,5 Hz); 50,6 (d; C12; Jc-r= 1,9 Hz); 45,2 (s; C3); 24,6 (s;
C23). (Figura 39, Pagina 66).

3.3.14. 4-azidobenzonitrila

Procedimento baseado no trabalho de Altimari e colaboradores!38l.

Em um baldo, na auséncia de luz, foram adicionados 4,10 mmol de 4-
aminobenzonitrila, 5 mL de agua destilada, 40 mL de acetonitrila e 2 mL de HCI
37% vl/v. Agitou-se durante 10 minutos a temperatura ambiente e, entdo, adicionou-
se 8,80 mmol de nitrito de sédio gradualmente. A reacéo foi mantida a temperatura
ambiente por 1 hora e, em seguida, colocada em banho gelo. A temperatura foi
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mantida entre 0 e 5°C e adicionaram-se 8,58 mmol de azida de sédio gradualmente.
Apos 2 h de reacdo, a acetonitrila foi removida sob pressédo reduzida e foram
adicionados 40 mL de 4gua destilada. A fase aquosa foi extraida quatro vezes com
40 mL de CH2Cl.. As fases organicas combinadas foram lavadas com 40 mL de
brine, secas com sulfato de sodio anidro e filtradas. A azida aromatica foi obtida

pura como um solido amarelo com rendimento quantitativo.
Formula molecular: C7HaN4
Massa molar: 144,13 g.mol*

IV (cml): 3095, 3043, 2923, 2432. 2255, 2221, 2153, 2109, 1597, 1504, 1495,
1416, 1315, 1308, 1279, 1176, 1126, 1109, 833, 818, 747, 722. (Figura 28, Pagina
54).

Faixa de fusao: 177,7-181,1 °C

RMN de 'H (CDCIs, 200 MHz): ¢ (multiplicidade, integracdo, atribuicdo, constante
de acoplamento): 7,65 (d; 2H; H3 e H5; 3Juams-HaHe= 4,0 Hz ); 7,11 (d; 2H; H2 e H6;
3Jh2me-H3ms = 4,0 Hz). (Figura 29, Pagina 55).

RMN de 3C (CDCls, 50 MHz): J (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 144,9 (s; C1); 133,9 (s; C3 e C5); 119,8 (s; C2 e C6); 118,4 (s; C7);
108,4 (s; C4). (Figura 30, Pagina 56).

3.3.15. 4-azidofluorobenzeno

Procedimento baseado no trabalho de Hu, Li e Yao.[?"

Em um baldo, na auséncia de luz e mantendo-se a temperatura entre 0 e 5°C,
foram adicionados 175 mL de agua, 25 mL de H2SOs4 e 27,18 mmol de 4-
fluoroanilina. Agitou-se por 10 minutos e entéo foi realizada a adi¢cado de 28,95 mmol
de nitrito de sodio e deixou-se agitar por mais dez minutos. Em seguida, foram
adicionados 28,95 mmol de de azida de sodio. Apos 2 horas todo material de partida

havia sido consumido e o produto de interesse foi extraido trés vezes com 150 mL
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de acetato de etila. A fase organica foi seca com sulfato de sdodio, filtrada e o
solvente removido sob presséo reduzida. O produto foi obtido puro como um liquido

amarelo com rendimento de 37%.

Formula molecular: CeHsFN3

Massa molar: 137,11 g.mol?

IV (cm): 3004, 2882, 2116, 1499, 1305, 1275, 836. (Figura A11, P4agina 78).

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicdo, constante
de acoplamento): 7,10-6,90 (m; 4H; H2, H3, H5 e H6). (Figura A29, Pagina 88).

RMN de 13C (CDCls, 50 MHz): & (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento):160,1 (d; C4; Jc.Fr=243,0 Hz); 136,0 (s; C1); 120,5 (d; C2 e C6,3JcF
=8,0 Hz); 116,7 (d; C3 e C5; 2Jc-r = 23,0 Hz). (Figura A30, Pagina 88).

3.3.16. 4-azidoclorobenzeno

O procedimento para a sintese da 4-azidoclorobenzeno foi o mesmo
executado para a sintese da 4-azidofluorobenzeno. Ela foi obtida como um sélido

marrom com rendimento igual a 52%
Formula molecular: CeéH4CIN3
Massa molar: 153,57 g.mol?

IV (cm™): 3241, 2882, 2572, 2419, 2256, 2128, 2091, 1592, 1516, 1497, 1485,
1457, 1370, 1362, 1295, 1270, 1202, 1174, 1128, 1090, 1045, 1000, 919, 822, 707,
675. (Figura A10, Pagina 78).

Faixa de fusdo: 150,8-151,4 °C

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz): ¢ (multiplicidade, integracao, atribuicdo, constante
de acoplamento): 7,28 (d; 2H; H3 e H5; 3Jua/ms-HzHe = 9,0 Hz); 6,92 (d; 2H; H2 e H6;
3JH2/me-H3ms = 9,0 Hz). (Figura A25, Péagina 86).
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RMN de 3C (CDCls, 50 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 138,8 (s; C1); 130,3 (s; C4); 130,0 (s; C2 e C6); 120,4 (s; C3 e Cb5).
(Figura A26, Pagina 86).

3.3.17. 4-azido(tert-butil)benzeno

7C(CH3)3
8

Procedimento adaptado de Lee e colaboradores. [38]

Em um baldo, 3,03 mmol de 4-tert-butilanilina foram solubilizados em 5,0 mL
de agua destilada e colocados sob agitagcdo em banho de gelo. Adicionou-se, entéo,
1,0 mL de de HCI 37% v/v e permitiu-se agitar por 20 minutos. Em seguida, foram
adicionados lentamente 4,05 mmol de nitrito de s6dio em 2,0 mL de 4gua destilada.
Apods 10 minutos adicionou-se 3,20 mmol de azida de sodio em 2 mL de agua
destilada e deixou-se reagir por 30 minutos em temperatura 0-5°C e, logo em
seguida, por 3 horas permitindo o sistema aquecer até a temperatura ambiente. O
produto foi extraido trés vezes com 20 mL de hexano e a fase orgéanica seca com
sulfato de sddio e filtrado. O produto foi obtido puro como um liquido amarelo com

rendimento igual a 63%.
Formula molecular: CioH13N3
Massa molar: 175,23 g.mol*

IV (cm): 2961, 2905, 2870, 2418, 2273, 2120, 2087, 1740, 1604, 1577, 1508,
1462, 1393, 1364, 1295, 1282, 1239, 1192, 1136, 1118, 1046, 1014, 934. (Figura
A8, Pagina 77).

RMN de 'H (CDCls, 100 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicéo, constante
de acoplamento): 7,36 (d; 2H; C3 e C5; 3Jua/ms-HzHe = 9,0 Hz); 6,96 (d; 2H, C2 e C6;
3J Hame -Hams = 9,0 Hz); 1,3 (s; 9H; H8). (Figura A27, Pagina 87).

RMN de 13C (CDCls, 50 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 148,03 (s; C4); 137,09 (s; C1); 126,70 (s; C2 e C6); 118,63 (s; C3 e
Cb); 34,44 (s; C7); 31,34 (s; C8). (Figura A28, Pagina 87).

32



3.3.18 4-azido(trifluorometil)benzeno

7CF3

Procedimento adaptado de Sebest e colaboradores. ]

Em um baldo foram adicionados 15,76 mmol de 4-trifluorometilanilina, 20 mL
de HCI 37% v/v e 20 mL de agua destilada. A reacéo foi mantida entre 0-5°C por
10 minutos e entdo, adicionaram-se 20,8 mmol de nitrito de sodio e deixou-se reagir
por 2 horas. Em seguida, adicionou-se 23,6 mmol de azida de sddio e deixou-se
reagir por mais duas horas. Entdo, a reacao foi extraida trés vezes com de acetato
de etila (3 x 40 mL). As fases organicas combinadas foram lavadas com brine (3 x
40 mL) e com agua destilada (3 x 40 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
sédio, filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida. O produto foi obtido

como um liquido amarelo com rendimento de 54%.
Formula molecular: C7H4F3N3
Massa molar: 187,12 g.mol*

IV (cm™): 2414, 2259, 2196, 2123, 2099, 1613, 1513, 1421, 1323, 1284, 1162,
1119, 1107, 1062, 1014, 947, 835, 758, 729, 682. (Figura A9, Pagina 77).

Temperatura de fuséo:

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicéo, constante
de acoplamento): 7,59 (d; 2H; H3 e H5; 3Ju35H2,6 = 4,0 Hz); 7,10 (d; 2H; H2 e H6;
3JHs,5-H2,6 = 4,0 Hz). (Figura A31, Pagina 89).

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 143,9 (s; C1); 127,3 (q; C4; 2Jca-F = 32,7 Hz); 127,1 (q; C3 e C5;
3Jcss-F = 3,3 Hz); 126,7 (q; C7; Nc7F= 267,3 Hz); 119,3 (s; C2 e C6). (Figura A32,
Pagina 89).
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3.3.19 4-azidobenzeno

Procedimento adaptado de Mangione, Spanevello e Anzardi.[*0

Em um baldo foram adicionados 12 mL de agua destilada, 12 mL de HCI 37%
viv e 22,24 mmol de anilina, a reacdo foi colocada em banho de gelo (0-5°C) e
ocorreu na auséncia de luz. Apés 20 minutos adicionaram-se lentamente 27,70
mmol de nitrito de sddio solubilizado em 5 mL de 4gua destilada e deixou-se reagir
por 1 hora. Em seguida, adicionaram-se gota a gota 26,61 mmol de azida de sédio
em 5 mL de agua destilada, e entéo, deixou-se a reacdo aquecer até a temperatura
ambiente e reagir por 2 horas. O produto foi extraido com éter etilico (3 x 25 mL) e
as fases organicas combinadas lavadas com solucao saturada de bicarbonato de
sédio (3 x 25 mL), com brine (3 x 25 mL) e com agua destilada (3 x 25 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido sob
pressao reduzida. O produto foi obtido puro na forma de um liquido amarelo com
29% de rendimento.

Foérmula molecular: CeHsNs3
Massa molar: 119,12 g.mol*

IV (cml): 2218, 2943, 2831, 2129, 2096, 1741, 1595, 1494, 1449, 1376, 1296,
1282, 1116, 1023, 753, 688, 669. (Figura A12, Pagina 79).

RMN de 'H (CDCls, 200 MHz): § (multiplicidade, integracéo, atribuicéo, constante
de acoplamento): 7,35-6,80 (m; 5H; H2, H3, H4, H5 e H6). (Figura A33, Pagina 90).

RMN de 3C (CDCls, 50 MHz): ¢ (multiplicidade, atribuicdo, constante de
acoplamento): 140,0 (s; C1); 129,8 (s; C3 e Cb); 124,9 (s; C4); 119,0 (s; C2 e C6).
(Figura A34, Pagina 90).
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3.4. Testes de atividade antifungica

Os testes de atividade antifungica foram realizados em parceria com o
Laboratério de Micologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG), sob coordenacao do professor Daniel Assis
Santos. Para avaliar a atividade antifingica dos compostos 4a a 4i, foram utilizados
0s micro-organismos de referéncia de leveduras (Candida albicans SC5314,
Candida glabrata ATCC 2001, Cryptococcus neoformans e H99 e Cryptococcus
gatti R265) e de fungos filamentosos (Trichophyton rubrum ATCC 28189 e
Trichophyton interdigitale ATCC 9533). As leveduras foram semeadas em placas
de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD, Acumedia, S&0 Paulo, Brasil) e
incubadas a 37°C por 48 horas. Os fungos filamentosos, por sua vez, foram
cultivados em placas em Petri contendo Agar Batata Dextrose (ABD, Acumedia)

qgue foram incubadas a 28°C por 7 dias.

A avaliacdo da sensibilidade dos micro-organismos frente aos compostos foi
realizada por meio do método de microdiluicio em caldo proposto pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute). Inicialmente, foram preparadas
solugdes-estoque na concentragcdo de 2000 pg/mL de cada um dos compostos em
metanol. Posteriormente, foram realizadas diluicbes seriadas em meio sintético
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) tamponado para pH 7,0 com &cido
morfolino-propano-sulfénico (MOPS, Sigma-Aldrich) 0,165M de forma que, ao final,
fossem obtidas concentragdes dos compostos que variassem de 256 a 0,5 ug/mL.
No ensaio com fungos filamentosos, o meio RPMI 1640 foi suplementado com 2%
de glicose (CLSI, 2008b). Na sequéncia, aliquotas de 100 puL de cada diluicdo
seriada foram distribuidas nos orificios de placas de microdiluicdo de 96 pocos de

fundo chato. O experimento foi realizado em duplicata.

O in6culo fangico de leveduras foi preparado a partir de culturas de Candida
albicans SC5314, Candida glabrata ATCC 2001, Cryptococcus neoformans H99 e
Cryptococcus gattii R265 previamente incubadas a 37°C, por 48 horas em placas
de Petri contendo ASD. Ja o inéculo fungico de fungos filamentosos foi preparado
a partir de culturas de Trichophyton rubrum ATCC 28189 e Trichophyton
interdigitale ATCC 9533 incubadas a 28°C, por 7 dias em tubos contendo ABD
inclinado para a producdo de conidios. Aliqguotas de 100 pL do in6culo foram
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dispensadas nas placas contendo os compostos, que foram incubadas a 37°C por

72 horas para as leveduras e a 28°C por 7 dias para os fungos filamentosos.

Os resultados de concentracgdo inibitéria minima (CIM) sdo obtidos através da
observacéo visual da inibicdo do crescimento em cada poco da placa e comparacao
com o poco de controle positivo (auséncia de antifiungico ou dos compostos
testados). Para melhor comparacao, os antifingicos itraconazol e anfotericina B
também foram utilizados como controle positivo, para fungos filamentosos e
leveduras, respectivamente. A CIM considerada é a menor concentragdo que inibe

100% do crescimento microbiano.

Apods a determinacao da CIM, também foi determinada a menor concentracao
do composto na qual nenhuma colénia foi observada apds incubacdo, a
concentracéo fungicida minima (CFM). Nessa analise, aliquotas de 50 pL foram
removidas dos pocos onde ndo houve crescimento visivel e subcultivadas em ABD
para fungos filamentosos ou ASD para leveduras. A incubacao das placas contendo
leveduras se deu a 37°C por 48 horas, enquanto as placas contendo fungos
filamentosos foram incubadas a 28° por 7 dias. As amostras foram semeadas em

placas de Petri em duplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese e caracterizacao
4.1.1. 2,4-difluoro-N-(prop-2-in-1-il)anilina (1)

A obtencdo do composto 1 ocorreu através de uma reacdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular entre a 2,4-difluoroanilina e o brometo de propargila,
catalisada por iodeto de potassio. O mecanismo proposto para a reacao € mostrado
no Esquema 2. Inicialmente, um par de elétrons néo ligantes do ion iodeto forma
uma ligacdo com o carbono eletrofilico do brometo de propargila, substituindo o
bromo através de uma substituicdo nucleofilica bimolecular. Em seguida, o
nitrogénio da 2,4-difluoroanilina se liga ao carbono eletrofilico do iodeto de
propargila, também através de uma reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular.
Posteriormente, o ion carbonato atua como base removendo um préton do
nitrogénio. Por se tratar de um melhor grupo abandonador que o bromo, o iodo

favorece a formacgéo do produto monoalquilado.

O rendimento para essa reacéo foi baixo (31%), sendo esta etapa a de menor
rendimento da rota. Esse baixo rendimento pode ser explicado por duas razdes. A
primeira delas é a menor capacidade do nitrogénio agir como nucledfilo, pois os
atomos de fltor retiram densidade eletrénica do anel aromético por efeito indutivo
deixando o par de elétrons do nitrogénio menos disponivel. O segundo fator é a
formacdo do produto dialquilado. Para tentar minimizar a formacdo desse
subproduto variou-se algumas condi¢cdes reacionais, sendo elas, aumento de
temperatura, maior diluicdo do meio reacional, adicionar excesso de brometo de
propargila e adiciona-lo gradualmente. Entretanto, nas condicfes reacionais
testadas, sempre ocorre a dialquilacao da 2,4-difluoroanilina na mesma proporcao.
Com a ocorréncia da dialquilacdo, nem toda 2,4-difluoroanilina reage pois ndo ha
brometo de propargila disponivel e adiciona-lo em excesso favorece ainda mais a
formacao do produto dialquilado.
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Esquema 2. Mecanismo de formacgdo do composto 1144,

Para confirmar que o produto obtido correspondia ao produto monoalquilado

foi realizada sua caracterizacdo. O espectro do composto 1 na regido do

infravermelho é mostrado na Figura 12.

1001 |
95 ]
o0
25
a0
75
7o
65
60

T 35
0
45 |
0

35

984
1603
1330 910
1433 10w
4 >
HN
a
F
6
10 12)4”_“2
7 1266 NN
¥ g
F 958

T8

|
769

40000

3600 3200 ZE00 2400 2000 1200

cim-1

1600 1400 1200 1000

&0

6300

Figura 12. Espectro na regido do IV para o composto 1.
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No espectro no IV, ressalta-se a presenca da banda em 3300 cm
correspondente ao estiramento C-H de alcinos. A banda relacionada a tripla ligacao
C-C nao é vista no espectro devido a pequena diferenca de momento de dipolo
entre os carbonos. Em 3420 cm, nota-se a presenca da banda de estiramento N-
H em aminas secundarias. Bandas de C=C de arométicos séo vistas em 1603,1433
e 1517 cm* Em 1266 cm™ surge a banda relacionada a ligagéo C-N. Confirma-se

entdo, pela andlise no IV, a presenca de amina secundaria, alcino e aromaticos.

Na Figura 13 apresenta-se o espectro de RMN de 'H para o composto 1. Em
o0 igual a 2,23 ppm, observa-se um tripleto correspondente ao hidrogénio do alcino
terminal que acopla com os dois hidrogénios H3 com constante igual a 2,2 Hz. Entre
0 4,00-3,92 ppm ha& um multipleto integrado para 3 hidrogénios. Esse sinal
corresponde aos dois hidrogénios metilénicos H3 e ao H4. O multipleto entre ¢

6,83-6,70 corresponde aos hidrogénios aromaticos H6, H7 e H9.
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H do composto 1 (400 MHz, CDCls).

Na Figura 14 é apresentado o espectro de RMN de 3C do composto 1. Em &

33,7 observa-se um sinal referente ao carbono metilénico C3. Sua atribuicdo é
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confirmada no espetro de RMN DEPT 135, (Figura 15) no qual aparece com fase
negativa. Os carbonos C1 e C2 aparecem em ¢ 71,7 e ¢ 80,4. Os sinais referentes
aos carbonos hidrogenados aromaticos aparecem como sinais desdobrados
devidos aos acoplamentos com o flior. O C9 acopla com os dois atomos de fltor
em posi¢do orto, aparecendo em & 103,6 como um dupleto duplo (2Jc.Fr= 22,7 Hz e
2Jc-F= 26,6 Hz). Em ¢ 110,7 ha um dupleto duplo correspondente ao C7, com
constantes de acoplamento ?Jcr= 21,6 Hz e *Jc.r= 3,8 Hz. O sinal do carbono C6
aparece como um dupleto duplo em 6 113,2 com constantes de acoplamento 3JcF=
4,3 Hz e 3Jc.r= 8,9 Hz. Os sinais dos carbonos nédo hidrogenados 8 ou 10 s&o vistos
como dupletos duplos (YJc-F= 237,4 Hz; YJcr= 241,0 Hz; 3JcF= 11,6 Hz; 3JcF= 11,0

Hz), evidéncia confirmada pela sua auséncia no espectro de RMN DEPT 135.
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Figura 14. Espectro de RMN de 3C do composto 1 (100 MHz, CDCls).
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Figura 15. Espectro DEPT 135 do composto 1 (100 MHz, CDCls).

4.1.2. 2-bromo-N-(2,4-difluorofenil)-N-(prop-2-in-1il)acetamida (2)
Confirmando-se a estrutura do composto 1, seguiu-se para a sintese do
composto 2, que ocorre através de uma reacdo de adicao/eliminacdo a carbonila
entre brometo de bromoacetila e o composto 1, na presenca de trietilamina. O
mecanismo para essa rea¢ao € mostrado no Esquema 3. Primeiramente, é formada
uma ligacao entre o nitrogénio do composto 1 e o carbono carbonilico do brometo
de bromoacetila, utilizando o par de elétrons néo-ligante do nitrogénio e deslocando

o par de elétrons da dupla ligacdo da carbonila para o oxigénio. Ao ocorrer o
reestabelecimento da ligacédo 7, o ion brometo é eliminado e a trietilamina age como

base, removendo o préton do nitrogénio que possui carga positiva.
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Esquema 3. Mecanismo de formacgédo do composto 2.[41]

Na figura 16 é mostrado o espectro na regido do infravermelho para o

composto 2. Nele é possivel notar uma banda de média intensidade em 3222 cm?

correspondente ao estiramento C-H de alcinos, que é confirmado pela banda pouco

intensa em 2121 cm relacionada a ligagéo tripla entre os carbonos 1 e 2. Em 1655

cm? apresenta-se a banda relativa a C=0, em frequéncia compativel com a

esperada para carbonilas de amidas.
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Figura 16. Espectro na regido do IV para o composto 2.
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O espectro de RMN de 'H para o composto 2 é mostrado na Figura 17.
Comparando-se os espectros de *H dos compostos 1 e 2 pode-se notar que o sinal
do H6 aparece separadamente do sinal de H9 e H7, em maior valor de
deslocamento. Além disso, no composto 2 os sinais dos hidrogénios metilénicos H3
passam a se apresentar como dois dupletos duplos indicando, inesperadamente,
que esses dois hidrogénios ndo sao equivalentes. Distinguindo-se esses
hidrogénios como H3 e H3’, tem-se que em ¢ 4,15 apresenta-se H3' e em ¢ 4,85
apresenta-se H3, ambos com constantes de acoplamento *JH3/Hs-+H1= 2,5 Hz e 2JH3-
H3= 17,4 Hz. Um comportamento semelhante € observado para os hidrogénios H12,
observados como dois dupletos em § 3,71 e § 3,61 com constante 2Jni2-H12= 11,4
Hz. Na Figura 18 apresenta-se um mapa de correlacdes COSY, obtido para se
investigar os acoplamentos entre os hidrogénios metilénicos. Conclui-se que, de
fato, H3 e H3’ acoplam entre si e com H1. O mapa de correlagdes COSY também

mostra o acoplamento entre H6 e os demais hidrogénio arométicos (H9 e H7).
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Figura 17. Espectro de RMN *H para o composto 2 (400 MHz, CDCls).
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Figura 18. Mapa de correlagcdes COSY para o composto 2 (400 MHz, CDCls).

O desdobramento dos sinais dos hidrogénios metilénicos, leva a algumas
possiveis explicacbes. A primeira delas seria a possivel formacao de uma ligacao
de hidrogénio nao-classica (Figura 19) entre o flior ligado ao C10 e um dos
hidrogénios do C12. Ao se formar essa ligacdo, o composto apresentaria dois
enantibmeros, dependendo de qual dos hidrogénios H12 interagisse. Essa
suposicao se baseia no fato dos hidrogénios H12 e H12’ terem um comportamento
acido, por se tratarem hidrogénios ligados a um carbono a-carbonilico e pelos
efeitos indutivo do atomo de bromo e ressonancia. Outra hipétese possivel seria a
ocorréncia de atropoisomerismo (Figura 19). O volume dos ligantes do atomo de
nitrogénio poderiam impedir a livre rotacdo em torno do eixo da ligagdo simples,
levando a existéncia de dois atropoisdbmeros. O atropoisomerismo é um tipo de
estereoisomerismo no qual a rotacdo em torno de uma ligacéo simples € impedida,
produzindo uma barreira energética elevada o suficiente para permitir o isolamento

e a deteccéo dos rotameros.[*?
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Figura 19. Representacéo estrutural das possiveis explicacdes para o desdobramento dos sinais
dos hidrogénios metilénicos. Atropoisomerismo (a esquerda) e ligacdo de hidrogénio
intramolecular ndo-classica (a direita).

Na Figura 20 é apresentado o espectro de RMN de **C do composto 2.
Comparando-o com 0 espectro do composto 1, nota-se que os sinais referentes
aos carbonos aromaticos aparecem deslocados para valores maiores de
deslocamento. Esse efeito ocorre devido ao par de elétrons nédo-ligantes do
nitrogénio estar em ressonancia com a carbonila e, portanto, menos disponivel para
interagdo com o anel aromético, deixando o0s respectivos nucleos mais
desblindados. Esse efeito ndo ocorre para o C5, seu valor de deslocamento diminui,
sendo que, esta diretamente ligado ao nitrogénio. Outra diferenca observada esta
no sinal referente ao C6, que passa a ser um dupleto (Jc-Fr= 9,7 Hz), indicando que
esse carbono deixa de acoplar com um dos atomos de fldor. No espectro DEPT
135 (Figura 20) nota-se o sinal de C12 em ¢ 38,4 com fase negativa e a auséncia

do sinal em ¢ 166,2, indicando que se trata do carbono carbonilico C11.

Diante das possibilidades apresentadas, realizou-se outros experimentos de
RMN bidimensionais (HSQC e HMBC) e de RMN de 'H em 4 temperaturas na
tentativa de explicar as razbes pelas quais os hidrogénios metilénicos ndo sdo
equivalentes. Na Figura 21 encontra-se 0 mapa de contornos do experimento de
HSQC. Esse tipo de experimento permite observar as correlagdes entre carbonos
e hidrogénios diretamente ligados, levando a confirmacgéo das atribuicées feitas a

respeito dos carbonos aromaticos.
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Na Figura 22 mostram-se os espectros de 'H para o composto 2 nas
temperaturas 27, 35, 45 e 55 °C. Observando-se os sinais dos hidrogénios ligados
aos carbonos C12 (6 3,69-3,58) e C3 (4 4,80-4,10) nota-se que com o0 aumento da
temperatura até 55°C nédo foi possivel observar a coalescéncia dos sinais. Esse
experimento foi realizado em cloroférmio deuterado, que néo permite aguecimento
a temperaturas mais elevadas devido seu baixo ponto de ebulicdo (60°C). Esse
resultado mostra que, se de fato ocorrem a ligagéo de hidrogénio ndo-classica e o
efeito de atropoisomerismo, a barreira energética entre esses isébmeros é alta. O
mapa de correlacbes HMBC para o composto 2 encontra-se nos anexos (Figura

A1, pagina X)
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Figura 22. Espectros de RMN de H para o composto 2 em 4 temperaturas. A:27°C, B:35°C,
C:45°C e D:55°C (400 MHz, CDCls).
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4.1.3. N-(2,4-difluorofenil)-N-(prop-2-in-1-il)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
ilacetamida (3)

Apds o composto 2 ser caracterizado, prosseguiu-se com a proxima etapa da
rota proposta, a sintese do composto 3. O composto 3 foi obtido através de uma
reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular entre o composto 2 e 1,2,4-triazol.
O par de elétrons nao-ligantes de um dos nitrogénios do anel triazélico forma uma
ligacdo com o carbono eletrofilico e, simultaneamente, ocorre a quebra da ligacdo
carbono-bromo. Em seguida, o ion carbonato atua como base, removendo o proton

do nitrogénio com carga positiva. Esse mecanismo € representado no Esquema 4.

- e

Esquema 4. Mecanismo de formagdo do composto 3.1

O espectro na regiao do IV para o composto 3 é mostrado na Figura 23. Nele
encontram-se as bandas com suas seguintes atribuicdes: 1687 cm™? de C=0 de
amidas; 1606, 1509 e 1433 cm™ de estiramento de C=C de aromaticos; 1290 cm-!
de C-N de aromaticos. Nota-se que, em relacdo ao composto 2, as bandas
referentes ao alcino ficaram bem menos intensas (3130 e 2121 cm). A frequéncia
de estiramento da C=0 aumentou de 1655 cm™ para 1687 cm™, o que pode ser
explicado pela substituicdo do &tomo de bromo pelo anel tridzolico, devido a

diferenca de eletronegatividade entre os atomos de bromo e nitrogénio.
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Figura 23. Espectro na regido do IV do composto 3.

Na figura 24 é mostrado o espectro de RMN 'H para

Comparando-se o espectro de hidrogénio dos compostos 2 e 3

0 composto 3.

, hota-se que, no

composto 3, o sinal referente aos hidrogénios H12 e H12’ se desloca para valores

maiores de deslocamento, sobrepondo o sinal do hidrogénio H3. Conclui-se que os

hidrogénios H12 e H12’ estdo mais blindados no composto 2 que no composto 3

devido ao efeito do atomo pesado. Os hidrogénios triazélicos aparecem como dois

sinais simples na regido entre ¢ 8,20-7,90.
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H do composto 3 (400 MHz, CDCl5).

No espectro de RMN de *3C do composto 3 (Figura 25) os sinais dos carbonos
13 e 14 do anel triazolico aparecem como dois simpletos em 6 130,7 e 6 137,5. No
espectro DEPT 135 (Figura 25) sédo confirmadas as atribui¢cdes feitas aos carbonos
triazélicos. Pelo mapa de correlacdes de HMBC (Figura 26) percebe-se correlacéo
entre o C13 e os hidrogénios H12 e H12’, visto que, pelo experimento de HMBC
observa-se preferencialmente acoplamentos 3J e C14 encontra-se a 4 liga¢cées de
distancia. O mapa de correlacdes HSQC (Figura 27) mostra qual dos hidrogénios
triazélicos se correlaciona com o C13, sendo possivel distingui-los. No espectro de
RMN de 3C também é importante observar que o sinal do carbono 12 passa a
aparecer como um dupleto, devido ao acoplamento com o fltor ligado ao C10, com

constante de acoplamento igual a 2,0 Hz.
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Figura 25. Espectro de RMN de 3C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para o composto 3 (100 MHz,

CDCls).
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Figura 27. Mapa de contornos HSQC para o composto 3 (400 MHz, CDCls).

4.1.4. Azidas aromaticas

As azidas arométicas foram sintetizadas via formacdo do sal de
arenodiazonio, na presenca de nitrito de sédio e meio acido, e posterior saida do
grupo diazbénio e entrada do grupo azida. O mecanismo para essa reacdo €
mostrado no Esquema 5. A primeira etapa dessa reacao consiste na formacéo do
ion nitrosil que, apés formado, € atacado pelo par de elétrons nao ligantes do
nitrogénio da amina. Entdo, um dos hidrogénios ligados ao nitrogénio positivo é
abstraido pelo oxigénio da agua. Em seguida, o oxigénio ligado ao nitrogénio retira
um proton do ion hidrénio adquirindo carga positiva. Em seguida o par de elétrons
do nitrogénio diretamente ligado ao anel aromatico forma uma terceira ligacao entre
os dois nitrogénios, facilitando a quebra da ligacdo N-O e liberando agua. Entéo,
N2(g) € liberado, favorecendo ainda mais a formacéo do sal de arenodiaz6nio. Apos

a saida de N2, o carbono eletrofilico € atacado pela azida.
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Formacgdo do ion nitrosil
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Esquema 5. Mecanismo de formacgédo das azidas aromaticas.

As azidas sdo muito semelhantes estruturalmente, por essa razdo, nesta
secao sera discutida apenas a caracterizacdo da 4-azidobenzonitrila. Os espectros
de caracterizacdo para as demais azidas encontram-se nos anexos e a discussao

apresentada pode ser aplicada a eles.

Analisando-se o espectro no IV para a 4-azidobenzonitrila (Figura 28) é
possivel observar a banda em 2109 cm caracteristica de azidas, bem como a
banda em 2221 cm? de ligacdo tripla C-N. Em 1597 cm™ e 1504 cm™ séo
observadas as bandas relativas ao estiramento C=C de aromaticos. Em 833 cm™!

apresenta-se a banda intensa de deformacdo angular entre dois hidrogénios
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adjacentes em um anel aromatico para-substituido, confirmando a posicao relativa

dos substituintes entre si.
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Figura 28. Espectro na regido do IV para a 4-azidobenzonitrila.

Nas Figuras 29 e 30 sdo apresentados os espectros de RMN para a 4-
azidobenzonitrila. No espectro de 'H observam-se dois dupletos correspondentes
aos hidrogénios orto e meta que acoplam entre si (3Juz26H3s= 8,0 Hz). Os
hidrogénios H3 e H5 sdo mais desblindados que H2 e H6, devido ao efeito retirador
de densidade eletrénica do anel pelo grupo nitrila. As estruturas de ressonancia do
anel aromético com o grupo nitrila sdo mostradas no Esquema 6. Percebe-se que,
nas estruturas de ressonancia, a carga positiva encontra-se preferencialmente nos
carbonos em posicdes orto e para em relagéo a nitrila, desse modo, essas posi¢cdes
encontram-se mais desblindadas. No espectro de RMN de 3C é possivel observar
cinco diferentes sinais. A atribuicdo dos carbonos hidrogenados é confirmada pelo
espectro DEPT 135, no qual os carbonos orto aparecem em & 133,9 e os carbonos
meta em ¢ 119,8. Os demais sinais dos carbonos aparecem no espectro em ¢
144,95 (C1), 0 118,39 (C7) e ¢ 108,35 (C4), sendo o C1 o mais desblindado, por
estar diretamente ligado ao grupo azido.
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H para a 4-azidobenzonitrila (200 MHz, CDCls).
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Figura 30. Espectro de RMN de 13C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para a 4-azidobenzonitrila (50
MHz, CDCls).

4.1.5. Compostos 4a a 49
Os compostos 4a a 4g foram obtidos através de reacao de cicloadi¢do 1,3-

dipolar entre o composto 3 (um alcino terminal) e uma azida aroméatica, na presenca
de Cu(l) como catalisador. A Tabela 1 mostra o tempo e o rendimento para cada
reacdo. Essa reacdo é altamento seletiva, produzindo 1,2,3-triazéis-1,4-
dissubstituidos. Em 2013, Fokin e colaboradores 344 propuseram um mecanismo
para essa reacdo, sendo este 0 mais aceito atualmente. Ele € mostrado no ciclo
catalitico do Esquema 7 e as etapas numeradas de 1 a 6. Inicialmente, o Cu(l) é
formado in situ através da reducdo de Cu(ll) por ascorbato de sédio em solucéo
aguosa. Apoés a adicdo do composto 3, ocorre a complexacédo 1 entre o Cu(l) e o
alcino terminal (etapa 1), diminuido o pKa do hidrogénio e levando a formagéo do
acetileto de cobre (etapa 2). Em seguida, nas etapas 3 e 4, ocorre a complexacao
do acetileto de cobre com a azida aromética, através da coordenacdo do par de
elétrons nao-ligantes do nitrogénio com o cobre. Nesta etapa, o carbono [-
vinilidénico e o nitrogénio terminal da azida se tornam mais reativos, devido a um

efeito sinérgico do cobre nos sitios de reacdo, favorecendo a formacédo do
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metalociclo. Entdo, posteriormente, ocorre uma associacdo transanelar entre os

elétrons ndo-ligantes do nitrogénio ligado diretamente ao anel aromatico e o orbital

antiligante do carbono - vinilidénico, resultando em uma contragéo do anel (etapa

5). Finalmente, o catalisador € regenerado com a protonac¢éo do intermediario para

produzir o produto final (etapa 6). [4°]

Tabela 1. Rendimentos e durac¢éo da reacdo 4 de acordo com o grupo substituinte

/’T:

o
\/N\)L

s ‘<>

Grupo substituinte

N
\
N

Tempo de reacéo (h)

Rendimento (%)

CN 22
NO2 18
Cl 2
C(CHa)3 2
F 48
CFs 48
H 24

83
78
97
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70
59
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Esquema 7. Mecanismo de formagéo dos compostos 4a a 4g.[*4]
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Apos sintetizados e purificados, os compostos 4a a 4g foram caracterizados.
Devido a similaridade estrutural entre esses compostos e por terem sido obtidos
nas mesmas condi¢des reacionais, apenas a caracterizagdo do composto 4a sera
discutida nesta secdo. Entretanto, 0s espectros para os compostos 4b a 4g
encontram-se disponiveis nos anexos e a discussdo aqui apresentada se aplica

basicamente a eles.

O espectro do composto 4a na regido do infravermelho é mostrado na Figura
31. Comparando-se o espectro do composto 4a com o obtido para o0 composto 3
notam-se bandas que confirmam a ocorréncia da reacédo esperada. Em 2227 cm
observam-se uma banda correspondente ao estiramento da ligagao tripla C-N da
nitrila presente no anel aromético 1,4-dissubstituido. As bandas relacionadas aos
anéis aromaticos estdo em 1609, 1507, 1443 cm™. A banda de C=0 aparece em
1665 cm, dentro da faixa de valores caracteristicos para amidas. Em 1287 e 1246
cm? estdo as bandas correspondentes a ligagdo C-N de aromaticos, relacionadas

aos anéis triazolicos.
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Figura 31. Espectro na regido do |V para o composto 4a.
O espectro de RMN de 'H do composto 4a é mostrado na Figura 32. Entre §
7,93-7,83 aparecem o0s sinais dos hidrogénios aromaticos do anel 1,4-
dissubstituido, sendo que, o dupleto em ¢ 7,84 (3Juu= 8,9 Hz) corresponde aos

hidrogénios H16 e H20 e o dupleto em 6 7,92 corresponde a H17 e H19, estando
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sobreposto pelo sinal do hidrogénio H14 do 1,2,3- triazol. As atribui¢des feitas aos
hidrogénios orto e meta em relacdo a nitrila sdo explicados pelo efeito retirador de
densidade eletronica por ressonancia do grupo -CN, como discutido para os
espectros de RMN da 4-azidobenzonitrila e mostrado no Esquema 6.

E importante ressaltar que o sinal referente ao hidrogénio H1, que
apresentava-se em ¢ 2,25 como um tripleto no espectro de RMN de 'H do composto
3, agora mostra-se como um sinal simples em ¢ 8,16, indicando a formacéao do anel
1,2,3-triazol.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H do composto 4a (400 MHz, CDCls).

O espectro de RMN de 3C (Figura 33) exibe os sinais dos carbonos
aromaticos do anel 1,4-dissubstituido em ¢ 112,6; 6 120,6; ¢ 133,9 e ¢ 139,6, sendo
gue apenas os sinais em 6 120,6 e 6 133,9 aparecem no espectro DEPT 135 (Figura
33). O sinal em ¢ 139,9 corresponde a um carbono néo hidrogenado menos
blindado, se tratando do C15, pois é desblindado por efeito indutivo do atomo de
nitrogénio e por ressonancia com o anel 1,2,3-triazol. Seguindo 0 mesmo raciocinio

da atribuicédo feita aos hidrogénios aromaticos, atribui-se o sinal em ¢ 120,6 aos
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carbonos 16 e 20 e o sinal em & 133,9 aos carbonos C17 e C19. Finalmente, o sinal

do carbono 18 aparece em ¢ 112,6 e o sinal do C21 aparece ¢ 117,6.

Os carbonos C1 e C2, antes pertencentes ao alcino terminal, apos a reacéo 4
passam a ser parte do novo anel triazélico formado, tendo seus sinais no espectro

de RMN de 3C deslocados para regides mais desblindadas.
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Figura 33. Espectro de RMN de 3C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para o composto 4a (400 MHz,
CDCls).

4.1.6. Composto 4h
O composto 4h foi obtido através da reacao de redug¢édo com H: catalisada por
paladio suportado em carvdo (Pd/C). Nesse mecanismo, 0S reagentes Sao
adsorvidos na superficie do catalisador, tendo suas ligacdes enfraquecidas e

facilitando a formagé&o das novas ligagoes.

O espectro do composto 4h na regido do infravermelho € mostrado na Figura
34, no qual é importante ressaltar a banda em 3346 cm referente ao estiramento
N-H em valor proximo ao caracteristico de aminas primarias quando conjugadas

com anel aroméatico. Também nota-se a auséncia das bandas em 1523 e 1337 cm-
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! referentes ao grupo NO2 presentes no espectro na regido do IV do composto 4b

(Figura A2 pagina 74), confirmando a ocorréncia da reducao.
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Figura 34. Espectro na regido do IV para o composto 4h.

No espectro de RMN de 'H do composto 4h (Figura 35) nota-se a presenca

dos sinais dos hidrogénios H21 em ¢ 3,75. E importante ressaltar que,

contrariamente ao grupo nitro, o grupo amino é forte doador de densidade

eletrbnica por ressonancia. Por essa razdo, no anel aromético 1,4-disssubstituido

presente no composto 4h, os hidrogénios H17 e H19 estdo mais blindados que os

hidrogénios H16 e H20. A constante de acoplamento entre os hidrogénios orto e

meta em relacdo ao grupo amino é igual a 3Jnie,20-H17,10= 12,0 Hz. No Esquema 8

sdo mostradas as estruturas de ressonancia para o anel aromético 1,4-

dissubstituido, mostrando o par de elétrons preferencialmente nas posicdes orto e

para ao grupo amino.

NH,

NH,

Esquema 8. Estruturas de ressonancia para o anel aromatico 1,4-dissubstituido do composto 4h.
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H do composto 4h (400 MHz, CDCls).

No espectro de RMN de 3C do composto 4h (Figura 36) nota-se o sinal do
C18 em 6 147,2, o carbono mais desblindado do anel 1,4-dissubstituido por estar
ligado diretamente ao nitrogénio do grupo amino, retirador de densidade eletronica
por efeito indutivo. O sinal do carbono 15 aparece em ¢ 128,5, por estar diretamente
ligado ao nitrogénio do anel triazdlico. As atribuicdes dos carbonos hidrogenados
16, 17, 19 e 20 séo confirmadas pelo espectro DEPT 135 (Figura 36), sendo os
carbonos 16 e 20 mais desblindados que os carbonos 17 e 19 devido ao efeito

doador de densidade eletrénica por ressonancia do grupo amino (Esquema 8).
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Figura 36. Espectro de RMN de 3C (acima) e DEPT 135 (abaixo) do composto 4h (400 MHz,
CDCly).

4.1.7. Composto 4i
O composto 4i foi obtido a partir de uma reacéo de acetilacdo do grupo -NH2
presente no anel aromatico 1,4-substituido do composto 4h. O par de elétrons nao
ligante do grupo amino forma uma ligagdo C-N com um dos carbonos carbonilicos
do anidrido acético, deslocando o par de elétrons da C=0 para o oxigénio. Ao se
reestabelecer a ligacdo m da C=0, o ion acetato é eliminado. Posteriormente, o ion
acetato retira um dos hidrogénios ligados ao nitrogénio positivo. Esse mecanismo

€ mostrado no Esquema 9.
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Esquema 9. Mecanismo de formag&o do composto 4i.

No espectro na regido do IV para o composto 4i (Figura 37) nota-se a primeira
evidéncia da acetilacdo do grupo amino. Em 3340 cm™ observa-se a banda de
estiramento N-H, em 2928 cm™ a banda de estiramento da ligacdo C-H em alifaticos
e em 1667 cm™ ha a presenca da banda intensa de C=0, correspondente as duas
carbonilas dos dois grupos amido presentes na molécula.
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Figura 37. Espectro na regido do IV para o composto 4i.

Na Figura 38 é apresentado o espectro de RMN 'H do composto 4i, sendo

percebidas diferencas significativas em relacdo ao espectro de RMN 'H do

composto 4h. Em ¢ 2,20 ha a presenca do sinal referente aos trés hidrogénios
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alifaticos ligados ao carbono a-carbonilico (H23). O sinal do hidrogénio ligado ao
nitrogénio 21 encontra-se parcialmente sobreposto com o sinal do H14 em ¢ 7,91.
Ao ocorrer a acetilacdo do grupo amino, ele se torna um doador de densidade
eletrbnica menos efetivo, devido a ressonancia cruzada do &tomo de nitrogénio com
0 oxigénio da carbonila. Dessa maneira, no espectro de RMN de 'H os dupletos em
0 7,68 e 6 7,63 sao correspondentes aos hidrogénios meta (H16 e H20) e orto (17
e 19). No espectro de RMN de *3C (Figura 39) o sinal em ¢ 168,7 corresponde ao
C22, confirmando a presenca da carbonila. O sinal do C18 aparece em ¢ 138,8,
sendo o carbono mais desblindado do anel aromético 1,4-dissubstituido por estar
diretamente ligado ao atomo de nitrogénio do grupo amida. O sinal em ¢ 132,6
corresponde ao C15, ligado ao &tomo de nitrogénio do anel 1,2,3-triazol. Os sinais
em ¢ 121,1 e 0 120,6 correspondem, respectivamente, aos carbonos meta (C16 e
C20) e orto (C17 e C19).
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Figura 38. Espectro de RMN *H para o composto 4i (400 MHz, CDCls).
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Figura 39. Espectros de RMN 13C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para o composto 4i (400 MHz,
CDCly).

4.2. Testes de atividade antifungica
Os resultados dos testes de atividade antifungica sdo mostrados nas Tabelas

2 e 3. Observa-se que todos os compostos testados apresentam CIM maior que
256 pug/mL para as espécies de Candida e Trichophyton. Os compostos 4a, 4e e 4i
foram capazes de inibir o crescimento de Cryptococcus gatti R265 em sua
totalidade na concentracao de 256 pg/mL. J4 o composto 4i foi capaz de inibir 100%

do crescimento de C. neoformans H99, também na concentracao de 256 pug/mL.

Conclui-se, pelos resultados obtidos, que os compostos nao séo ativos contra
as linhagens de Candida e Trichophyton dentro da concentracdo maxima testada
(256 pg/mL). Os compostos que apresentaram atividade antifUngica na
concentracéo de 256 pg/mL (compostos 4a, 4e e 4i) ndo apresentaram atividade

fungicida.
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Tabela 2. Valores de concentracéo inibitéria minima (CIM) dos compostos sintetizados e dos
antifiingicos Itraconazol e Anfotericina B.

Linhagem CIM (pg/mL)
4a 4b 4c 4d 4e 4f 49 4h 4i Itraconazol Anfotericina
B
Candida >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 -- 1,00
albicans
(SC5314)
Candida >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 —— 1,00
glabarata
(ATCC 2001)
Cryptococcus >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 256 -- 0,50
neoformans
(H99)
Cryptococcus 256 >256 >256 >256 256 >256 >256 >256 256 -- 0,50
gatti (R265)
Trichophyton >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 0,25 --
interdigitale
(ATCC 9533)
Trichophyton >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 0,50 --
rubrum
(ATCC 28189)
Tabela 3. Valores de concentragdo fungicida minima (CFM) para os compostos testados.
Linhagem
4a 4b 4c 4d 4e A4f 4g 4h 4
Candida albicans - - -- - - - - - --
(SC5314)
Candida glabarata -- -- -- -- -- -- -- -- --
(ATCC 2001)
Cryptococcus -- -- -- -- -- -- -- -- >256
neoformans (H99)
Cryptococcus gatti >256 -- -- -- >256 -- -- -- >256

(R265)
Trichophyton - -- -- -- -- -- - - -
interdigitale
(ATCC 9533)
Trichophyton rubrum - -- = o= = - - - -
(ATCC 28189)
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo deste trabalho permitiu a sintese de nove novos derivados
triazolicos, cujas estruturas foram planejadas utilizando-se a técnica de
simplificacdo molecular. Os compostos finais foram obtidos em poucas etapas
reacionais de facil execucdo, sendo entdo, purificados e caracterizados por
espectroscopias na regiao do infravermelho e de Ressonancia Magnética Nuclear.

ApoOs sintetizados e caracterizados, 0s compostos tiveram suas atividades
antifingicas avaliadas. Para as linhagens fangicas testadas de fungos filamentosos
e leveduras, nenhum dos compostos apresentou atividade fungistética ou fungicida
em concentracfes ideias. Entretanto, os compostos sintetizados apresentam
grande potencial para agirem como antifingicos, pois sdo muito similares
estruturalmente a farmacos azodlicos conhecidamente ativos. Desse modo, €
importante realizar testes de atividade para uma maior variedade de espécies
fungicas. Além disso, € interessante testar a atividade dos novos compostos frente
a outras espécies patogénicas que também dependem da sintese do ergosterol,

como Trypanossoma cruzi e protozoarios do género Leishmania.

Apesar dos testes inicias de atividade ndo terem apresentado resultado
satisfatorio, a caracterizagdo dos compostos por RMN forneceu dados
interessantes para discussédo. O desdobramento inesperado dos sinais referentes
aos hidrogénios metilénicos, observado a partir do composto 2, levou a
guestionamentos sobre os acoplamentos e a estrutura dos compostos. Algumas
hipéteses foram levantadas para explicar as razdes pelas quais ocorrem 0S
acoplamentos observados, como a possibilidade de ocorréncia de uma ligagéo de
hidrogénio intramolecular ndo-classica e de atropoisomerismo. Entretanto, essas
hipéteses séo resultado de estudos preliminares, sendo necessario realizar

experimentos de RMN mais adequados e experimentos de difracdo de raio X.
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6. ANEXOS
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Figura Al. Mapa de correlagdes HMBC para o composto 2 (400 MHz, CDCls).
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Espectros naregido do IV para os compostos 4b a 4g
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Figura A2. Espectro na regido do IV para o composto 4b.
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Espectros naregido do IV para as azidas aromaticas
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Espectros de RMN de 'H, 3C e DEPT 135 para os compostos 4b a 4g.
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Figura A19. Espectro de RMN H para o composto 4e (400 MHz, CDCls).
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Figura A21. Espectro de RMN H para o composto 4f (400 MHz, CDCls).
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Figura A22. Espectro de RMN 13C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para o composto 4f (100 MHz,

CDCly).
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Figura A23. Espectro de RMN 'H para o composto 4g (400 MHz, CDCls).
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Espectro de RMN de 1H, 13C e DEPT 135 das azidas aromaticas
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Figura A25. Espectro de RMN *H para a 1-azido-4-clorobenzeno (200 MHz, CDCls).
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Figura A26. Espectro de RMN 13C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para a 1-azido-4-clorobenzeno
(50 MHz, CDCls).
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Figura A27. Espectro de RMN *H para a 1-azido-4-(tertbutil)benzeno (200 MHz, CDCls).
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Figura A28. Espectro de RMN 13C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para a 1-azido-4-
(tertbutil)benzeno (50 MHz, CDCls).
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Figura A29. Espectro de RMN *H para a 1-azido-4-fluorobenzeno (200 MHz, CDCls).
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Figura A30. Espectro de RMN 13C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para a 1-azido-4-fluorobenzeno
(50 MHz, CDCls).
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Figura A32. Espectro de RMN 13C (acima) e DEPT 135 (abaixo) para a 1-azido-4-fluorobenzeno
(100 MHz, CDCls).
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Figura A33. Espectro de RMN *H para a fenilazida (200 MHz, CDCls).
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Figura A34. Espectro de RMN 13C (acima) e DEPT 153 (abaixo) para a fenilazida (50 MHz,

CDCly).
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