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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados dez derivados triazolicos inéditos com bons rendimentos.
Essas substancias foram preparadas em seis etapas, utilizando a técnica de simplificacdo
molecular. Os produtos foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho,
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, 3C, DEPT-135, COSY, HSQC e
HMBC. As estruturas de alguns compostos foram confirmadas por experimento de difracdo
de raios X por monocristal. Os compostos 6-15 foram avaliados in vitro contra a cepa Y do
protozoario Trypanosoma cruzi. Os resultados mostraram que todos 0s compostos
apresentaram inibicdo inferior a 50%, sendo que o composto 6 teve o melhor resultado,
apresentando inibicdo de 39,5% na concentracdo de 50 uM. A atividade antifungica dos 6-15
foi testada para linhagens de Cryptococcus spp., Candida spp., Microsporum gypseum,
Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum. O composto 6 apresentou maior atividade
frente aos dermatofitos Microsporum gypseum (CIM = 32 pg/mL) e Trichophyton rubrum
(CIM = 32 pg/mL). O composto 7 foi mais ativo frente ao Trichophyton rubrum (CIM = 64
pg/mL), j& o composto 9 foi mais ativo frente ao Cryptococcus neoformans (H99) (CIM = 32
pg/mL). Os resultados demonstram que os derivados triazdlicos 6, 7 e 9 sdo promissores

prototipos para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, biossintese do ergosterol, azoéis, 1l4a-desmetilase,

antifangicos.



ABSTRACT

In this work ten unprecedented triazolic derivatives with good yields were synthesized. These
substances were prepared in six steps using the molecular simplification tool. The products
were characterized by infrared spectroscopy, Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy of
'H, 3C, DEPT-135, COSY, HSQC and HMBC. Structures of some compounds were
confirmed by single crystal X-ray diffraction experiment. Compounds 6-15 were evaluated in
vitro against the Y strain of Trypanosoma cruzi protozoan. The results showed that all
compounds had inhibition less than 50%, and compound 6 had the best result, with inhibition
of 39.5% at 50 uM concentration. The antifungal activity of 6-15 was tested for Cryptococcus
spp., Candida spp., Microsporum gypseum, Aspergillus fumigatus and Trichophyton rubrum
strains. Compound 6 showed higher activity against the dermatophytes Microsporum
gypseum (MIC = 32 pg / mL) and Trichophyton rubrum (MIC = 32 pg/mL). Compound 7 was
more active against Trichophyton rubrum (MIC = 64 ug/mL), whereas compound 9 was more
active against Cryptococcus neoformans (H99) (MIC = 32 ug/mL). The results demonstrate
that triazole derivatives 6, 7 and 9 are promising prototypes for the development of novel
antifungal agents.

Keywords: Chagas disease, ergosterol biosynthesis inhibitors, azoles, 14a-demethylase,

antifungal agents.
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1-INTRODUCAO

1.1-Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana foi descoberta em 1909, pelo
médico e epidemiologista brasileiro Carlos Chagas na cidade de Lassance, no norte de Minas
Gerais. Chagas descobriu o0 agente etiologico, o vetor, o hospedeiro, o ciclo epidemioldgico e
as manifestagBes clinicas em humanos.!

O agente etioldgico dessa doenca é o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi que é
vetorizado por insetos hematdfagos triatomineos, popularmente denominados de “barbeiros”
no Brasil.!O T. cruzi apresenta varias formas evolutivas em seu ciclo biol6gico nos

hospedeiros invertebrados e vertebrados (Figura 1).

A forma tripomastigota do protozoario 9 O protozoario invade diferentes tipos de
infecta o homem a partir de uma células, onde se converte na forma
ferida causada pela picada do inseto. amastigota.

N\ —

Transformam-se em tripomastigotas.

(8]

O protozoario
multiplica-se na célula
hospedeira por fisséao
binaria.

Multiplicam-se
Tripomastigotas sdo

%\ absorvidos pelo
9 inseto, por meio de

0 nova picada.
Transformam-se em
epimastigotas no ST
intestino do inseto. - =
3 s
/:5} Os amastigotas transformam-se

o novamente em tripomastigotas,
rompendo a célula hospedeira e
caindo na corrente sanguinea.

O protozoario invade
novas células em
diferentes regides do
corpo, onde se
multiplica na forma
amastigota.

Figura 1. Ciclo bioldgico do protozoério T. cruzi. Adaptado de Clayton.?

A contaminagdo de um hospedeiro vertebrado ocorre quando a fémea do inseto
triatomineo pica um mamifero para se alimentar. ApOs a ingestdo de sangue, 0 inseto
geralmente defeca e urina. Se estiver infectado, deposita sobre a pele a forma infectante
tripomastigota metaciclico do parasita. Quando o hospedeiro coga a regido da picada,

direciona o parasita para regido lesionada da pele, que acaba penetrando na corrente



sanguinea. Em seguida, o parasita invade diferentes tipos celulares como macrdfagos, células
musculares, células epiteliais e neurénios. No interior da célula, a forma tripomastigota se
converte em amastigota, e em seguida, se multiplica por fissdes binarias sucessivas. Apos a
multiplicacdo, a forma amastigota se converte em tripomastigota, rompendo a ceélula
hospedeira, sendo os parasitos liberados na corrente sanguinea. Esses podem infectar novas
células.?

A contaminacdo do inseto triatomineo ocorre quando este pica um mamifero
contaminado e ingere a forma tripomastigota do parasito. Os parasitos sdo conduzidos a parte
anterior do estdmago, onde se convertem para a forma epimastigota. As formas epimastigotas
séo digeridas chegando ao intestino. No intestino, as formas epimastigotas sobreviventes se
multiplicam por fissGes binarias sucessivas. Apds a multiplicacdo, os epimastigotas se movem
para o reto do inseto, onde sofrem diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos. Por ultimo,
sdo eliminados nas fezes e urina, fechando o ciclo.?

A doenca de Chagas também pode ser transmitida pela via ndo endémica (em que nao
had participacdo direta do vetor), através de transfusdo de sangue, ingestdo de alimentos
contaminados com o parasita e da mae para o feto.®

A doenca de Chagas apresenta duas fases patoldgicas em seres humanos: a aguda e a
cronica. A fase aguda ocorre durante os primeiros meses desde a infeccéo e é caracterizada
por ser assintomatica ou por ter poucos sintomas. Os sintomas dessa fase incluem febre, mal-
estar, inchago dos ganglios linfaticos, fadiga, diarréia e vomito.* Os sintomas da fase aguda
desaparecem na maioria dos pacientes. No entanto, sem o tratamento especifico, a infeccao
persiste e entra em sua fase cronica.*

Dos individuos com doenca de Chagas em fase cronica, cerca de 70% jamais
desenvolverdao sintomas (fase crbnica indeterminada), enquanto que cerca de 30% dos
infectados desenvolverdo sintomas cardiacos, digestivo e nervoso (fase cronica determinada).®

A doenca de Chagas é endémica na América do Sul, America Central e México.® No
entanto seu perfil epidemioldgico tem se alterado nas ultimas décadas gracas a fatores como
aumento da imigracdo de individuos infectados, uso de drogas ilicitas, facil transmissdo via
transfusdo de sangue e consumo de alimentos contaminados, contribuindo para a
disseminacdo desta parasitemia em paises da Europa, Canada, Austrélia e sul dos Estados
Unidos (Figura 2, pagina 3).’

Estimativas recentes sugerem que mais de 8 milhOes de pessoas encontram-se

infectadas pelo T. cruzi em todo mundo, constituindo um risco para 100 milhdes de



individuos nas regifes endémicas e que mais de 15 mil mortes de pacientes infectados

ocorram por ano.’

América Latina
>5.7 milhoes

Figura 2. Mapa da distribuicdo de casos da doenca de Chagas no mundo. Adaptado de Franca.?

A doenca de Chagas é considerada um problema relevante de saude publica e
socioecondmica dos paises da América Latina. Essa doenca é responsavel por incapacitar e
causar a morte de uma fragao significativa da populagio mais produtiva.®

As complicacdes cardiacas e digestivas, que aparecem na fase cronica determinada,
levam a necessidade de tratamento em longo prazo e procedimentos cirlrgicos como a
insercdo de marca-passo, desfibrilador cardiaco implantavel e transplante de coragéo,
aumentando os custos relacionados & doenca.

A doenca de Chagas € uma das 17 doencas negligenciadas, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Salde, despertando pouco interesse das industrias farmacéuticas.

Atualmente, os Unicos farmacos disponiveis para o tratamento da fase aguda da doenca

s&o o nifurtimoxe o benznidazol (Figura 3).1?

(0]
0. —\ NJ\
>\S N_N\ o NO:2 ©/\H N NO,
/
o \ &Z/
Nifurtimox Benznidazol

Figura 3. Medicamentos empregados no combate a doenca de Chagas.



Esses farmacos apresentam significativos efeitos adversos como anorexia, nausea,
vomitos, cefaléia, depressdo do sistema nervoso central e dermatites.* Outro problema
relacionado ao tratamento da doencga de Chagas com esses farmacos, € o custo elevado devido
as grandes doses administradas por longo periodo.®

Diante dessas limitagdes, o desenvolvimento de novos farmacos ativos nas fases aguda
e cronica, que apresentem baixo custo e bom perfil de seguranca, sdo os principais desafios

para o controle da doenca de Chagas.
1.2-Doencas causadas por fungos

Os fungos s&o micro-organismos unicelulares ou pluricelulares, eucariontes,
heterétrofos, pertencentes ao reino Fungi. Esses micro-organismos estdo distribuidos na
natureza em diversos substratos, podendo ser encontrados no solo, pantanos, troncos
apodrecidos, frutas, poeira, 4gua, plantas e animais.’® Estima-se que no reino dos fungos
exista cerca de 1,5 milhdo de espécies, porém apenas cerca de 100 mil estdo descritas pelos
taxonomistas, desempenhando importantes papéis em variados setores das atividades
humanas. 4

Desde a antiguidade 0 homem tem utilizado os fungos como fonte direta de alimentos,
como no caso dos cogumelos e trufas, e na fermentacdo de varios alimentos, como o péo, 0
molho de soja, o vinho e a cerveja.**

Muitas espécies de fungos produzem metabdlitos, que sdo fontes importantes para a
producéo de antibidticos, micotoxinas e substancias psicotropicas.>®

Algumas espécies de fungos desempenham um papel importante na decomposicdo da
matéria organica morta, atuando como limpadores do solo. Outras espécies sdo parasitas de
plantas e animais, causando doengas a esses seres vivos.t’

Muitos fungos apresentam potencial patogénico para os seres humanos, causando
infeccBes denominadas micoses. De acordo com os tecidos e 6rgédos afetados, as micoses séo
classificadas em superficiais, cutaneas, subcutaneas, sistémicas ou profundas e oportunistas.'®

As micoses superficiais (ceratofitoses) sdo causadas pelos fungos Malassezia furfur,
Trichosporon beigelli e Piedraia hortae, que infectam a camada mais externa da pele e ao
redor da haste dos pélos, causando as doencas pitiriase versicolor, piedras branca e preta,
respectivamente. A pitiriase versicolor € uma micose que se caracteriza pela presenca de
manchas de tonalidade variada na pele, com distribuicdo mais frequente no tronco, membros

superiores e face. A piedra branca € uma micose que se caracteriza clinicamente pela



presenca de nodulos macios, de coloracdo variando do branco ao castanho-claro,
comprometendo os pélos axilares e pubianos. Ja a piedra preta, se manifesta pela presenca de
nodulos mais duros, de coloracdo variando do castanho-escuro ao preto, comprometendo os
pélos do couro cabeludo, bigode e barba. As micoses desse grupo séo caracterizadas por néo
causar reagOes de hipersensibilidade cutanea, ou seja, sio assintomaticas.*®

As micoses cutaneas sdo causadas por dermatoéfitos e leveduras, que acometem toda
camada cérnea da pele, mucosa, unha, e a parte queratinizada intrafolicular dos pélos. Os
dermatofitos sdo fungos dos géneros Tricophyton, Microsporum e Epidermophyton, que
necessitam da queratina para o crescimento, causando infeccbes na pele, pélos e unhas,
denominadas dermatofitoses ou “tinhas” (tineas). As principais doencas desse grupo sao a
tinea corporis, tinea pedis, tinea cruris, tinea barbae, tinea unguium, tinea imbricata e tinea
favica. As leveduroses sao infec¢bes produzidas na maioria das vezes por leveduras do género
Candida, causando lesBes na pele, unhas, espagos interdigitais, axilas e sulcos mamarios.*®

As micoses subcutaneas ocorrem através da inoculacdo de um fungo patogénico em
decorréncia de um ferimento, causando na pele lesGes ulceradas e nddulos linfaticos. As
principais doencas desse grupo sdo a esporotricose, cromomicose, micetomas, rinosporotriose
e blastomicose queloidiana.’®

As micoses sisttmicas ou profundas sdo infecgdes que afetam primeiramente 0s
pulmdes e, posteriormente, difundem-se para outros 6rgdos e tecidos através da corrente
sanguinea. Os agentes etioldgicos mais comuns deste tipo de infec¢do sdo fungos dimorficos
pertencentes aos géneros Blastomyces, Coccidioides, Histoplasma, Paracoccidioides e
Penicillium. Estes fungos sdo também conhecidos como patogénicos endémicos, uma vez que
0 seu habitat natural sdo regides geogréaficas especificas, em que a infeccdo € adquirida pela
inalacdo dos esporos naquele ambiente especifico. As principais doencas deste grupo séo a
coccidioidomicose, blastomicose, histoplasmose e paracoccidioidomicose.*®

As micoses oportunistas sdo infecgdes causadas por fungo de baixa viruléncia que
convivem com o0 hospedeiro sem causar doencas, porém, ao encontrar condi¢des favoraveis,
como distarbios do sistema imunoldgico, desenvolvem seu potencial patogénico causando
infeccbes em diversos 6rgdos. Esse tipo de micose se deve a fatores como a imunossupresséo
causada pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), em casos de transplantes de
Orgdos ou resultante da quimioterapia com antitumorais. Outros fatores possiveis incluem o
uso indiscriminado de antimicrobiano de largo espectro, uso crénico de corticéides, cirurgias,

uso de catéteres, hemodialise e o envelhecimento populacional.*81°



Atualmente, os agentes antifungicos mais utilizados no tratamento das micoses
pertencem a classe dos polienos, alilaminas, equinocandinas e azois. Essas classes de
antifangicos atuam através de diferentes mecanismos de acao, tendo como alvo a membrana e

parede celular dos fungos.?

Os polienos se ligam ao ergosterol presente na membrana dos fungos, formando poros
ou canais. Isso leva a um aumento da permeabilidade da membrana, permitindo o

extravasamento de diversos ions e pequenas moléculas organicas, causando & morte celular.?

A anfotericina B (Figura 4) é um antifngico poliénico importante no tratamento das micoses
sistémicas graves.?? No entanto, a utilizacdo desse farmaco tem sido ponderada, por
apresentar elevada toxicidade, devido a efeitos sobre membranas celulares contendo

colesterol. O uso da anfotericina B esta associado a efeitos adversos significativos como a
nefrotoxicidade, danos ao figado, trombocitopenia e reagdes agudas decorrentes da infuséo
intravenosa como febre, calafrio, arritmias cardiacas, dores musculares e visao turva. Alguns

fungos podem apresentar resisténcia a anfotericina B, associada a alteracdes no esterol de

membrana.??

Anfotericina B -
NH,

Figura 4. Estrutura quimica da anfotericina B.

As alilaminas ttm como alvo terapéutico a membrana celular dos fungos atraves da
inibicdo da enzima esqualeno epoxidase, que catalisa a conversdo de esqualeno a 2,3-6xido de
esqualeno.?® A inibicdo desta enzima impede a formacdo do ergosterol, um esterol de

membrana relacionado a permeabilidade celular, que é essencial para a sobrevivéncia do
fungo. A terbinafina (Figura 5, pagina 7) é um farmaco da classe das alilaminas, utilizado no

tratamento das dermatofitoses. Os efeitos adversos mais frequientes relacionados ao uso da
terbinafina incluem dores de cabeca, dores de estdmago, perda de apetite, erupcdes cutaneas e

ictericia.?
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OO Terbinafina

Figura 5. Estrutura quimica da terbinafina.

As equinocandinas agem pela inibicdo da p-(1,3)-glucano sintase, constituinte
essencialda parede celular dos fungos.?® O bloqueio desta enzima provoca uma instabilidade
osmatica, levando a lise celular. A caspofungina (Figura 6) € um farmaco da classe das
equinocandinas de amplo espectro de atividade e expressivo efeito antifingico,
principalmente se administrado em associacdo com inibidores da biossintese do ergosterol.
Este farmaco € indicado para o tratamento de aspergilose invasiva em pacientes
imunossuprimidos.?® Os efeitos adversos mais frequentes causados pela caspofungina sdo as

reaces relacionadas a infuséo intravenosa, como febre, dor de cabeca e nausea.?

«nlQH

HoN

Caspofungina

OH

Figura 6. Estrutura quimica da caspofungina.

Dentre as principais classes de farmacos antifngicos, 0s az6is ocupam uma posicdo de

destaque. Isto se deve a ampla utilizacdo na quimioterapia antifungica e a elevada seguranca



terapéutica devido a alta tolerancia do organismo do hospedeiro a sua ingestdo.?’” O
mecanismo de agdo dos azois baseia-se na inibicdo da enzima esterol 14-o-desmetilase
(CYP51) pertencente a familia do citocromo P-450. A inibicdo da CYP51 impede a conversao
do lanosterol em zimosterol, prejudicando a sintese do ergosterol na membrana celular. O
lanosterol acumulado sofre agdo da A-5,6-desaturase (codificada pelo gene Erg 3), gerando o
esterol 14a-metil-ergosta-8,24(28)-dien-3p,6a-diol, que é um esterdide toxico para a célula,
pois ndo possui a mesma forma e propriedades fisicas que o ergosterol e leva a formacdo da
membrana com propriedades modificadas, causando alteracbes em sua fluidez,

permeabilidade e integridade (Figura 7).282°

Azbis - Azbis +

Ergosterol 14-metil-3,6-diol

N\
CYP51 Erg3 HO' Ergosterol
P-450
Antifingicos Azdlicos \
ﬂ Inibi¢do da biossintese do Ergosterol
CYP51 Erg3 HO' Ergosterol
Esqualeno P-450

Erg3
OH 14-metil-3,6-diol

Figura 7. Representacdo esquematica da alteracdo da composicdo e da organizacdo da membrana

celular e 0 mecanismo de agdo dos azéis sobre a sintese do ergosterol. Adaptado de Abe e Shapiro.?2



Os farmacos azolicos sdo classificados como imidazolicos ou triazdlicos de primeira e
segunda geracdo. Os de primeira geracdo sdo usados principalmente para tratar micoses
superficiais, sendo os de segunda para tratar as micoses sistémicas. Alguns exemplos dos
principais farmacos azolicos, incluem o cetoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol e
posaconazol (Figura 8).3° Estes farmacos possuem amplo espectro antiflingico, baixa
toxicidade e bom perfil farmacocinético. Além disso, a maioria dos agentes antiflngicos
azolicos apresenta atividade fungistatica ao invés de fungicida, sendo este fato uma grande

limitagcdo em seu uso prolongado, o que pode favorecer o surgimento de cepas resistentes.
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Figura 8. Estruturas moleculares de alguns dos principais farmacos azolicos.
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Os mecanismos de resisténcia mais comuns em fungos envolvem mutagdes nos genes
que codificam as proteinas alvo, aumento na expressdo de bombas de efluxo e 0 aumento na
expressao das enzimas alvo, modificando a razdo estequiométrica entre o farmaco inibidor e
seu alvo bioquimico, favorecendo o fungo.*!

O surgimento de mecanismos de resisténcia levou a busca por novos derivados azélicos

com melhores perfis farmacocinéticos.
1.3-A biossintese do ergosterol

Os esterdis sdo biomoléculas derivadas do isopreno de fundamental importancia na
manutencdo da homostesia, mantendo a fluidez, permeabilidade e a integridade da membrana
celular, sendo entdo moléculas indispensaveis a manutencdo da vida. Também sdo precursores
da biossintese de diversos hormaonios e da vitamina D.3? Uma caracteristica basica desta classe
de moléculas é a presenca de um nucleo esteroide com quatro anéis fundidos, sendo trés deles
com seis atomos de carbono (A, B e C) e um com cinco &tomos de carbono (D). Os dtomos de

carbono deste sistema de anel sio numerados como mostrado na figura 9.3

Figura 9. Estrutura do ndcleo esteroidal.

Os produtos finais da biossintese dos esterdis podem variar significativamente entre os
reinos, tendo o 2,3-6xido de esqualeno como intermediario comum a todos 0s seres Vivos
eucariontes.3* Nos mamiferos, o principal esterdide produzido € o colesterol, diferentemente
do que ocorre nos fungos e protozoarios, que possuem o ergosterol na membrana celular.
Estudos mostram que a maioria dos fungos, assim como o protozoario T. cruzi, depende do
ergosterol para seu desenvolvimento e reproducdo. Logo, a biossintese do ergosterol é um
alvo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenga de
Chagas e de micoses.®>% Nesse contexto, as etapas nas vias de biossintese do ergosterol a
partir da acetilcoenzima A até o ergosterol, assim como as enzimas envolvidas e seus

respectivos inibidores, sdo apresentadas na figura 10, pagina 11.%



11

FPP sintase

HMG-CoA  HO
redutase %,

[

SCoA OH —
CO,H CO,H
Acetil-CoA HMG-CoA Acido Farnesil-PP
Mevalonico

Esqualeno
epoxidase
—~—
Alilaminas

2,3-6xido de esqualeno Esqualeno

Esqualeno
oxido ciclase

P450
(CYP51)

—_—
Azois
HO

N
S
N
<

Lanosterol 4,4-dimetilcolesta-8,14,24-trienol

@/ w
HO HO

Ergosterol Zimosterol

Figura 10. Rota da biossintese do ergosterol. As enzimas estdo em vermelho e em azul os seus
inibidores.

O citocromo P450 é uma superfamilia de enzimas que sdo responsaveis por oxidar
grande numero de substratos diferentes. A reacdo mais comum catalisada pelas enzimas do

citocromo P450 envolve a insercdo de um atomo de oxigénio em um substrato organico pela



12

clivagem da ligacdo C-H, gerando produtos hidroxilados, enquanto o outro &tomo de oxigénio

é reduzido, levando a formagéo de agua.®®

R-H + 2H" + 2" + O, — R-OH + H,0

Dentre os substratos das enzimas do citocromo P450, destacam-se os esterois. As
enzimas que realizam a desmetilacdo oxidativa do lanosterol, na biossintese do ergosterol,
foram agrupadas em uma familia denominada (CYP51), que inclui as diferentes isoformas de
esterol 14a-desmetilase, presentes em fungos e protozoarios.*

A enzima esterol 14a-desmetilase é uma metaloenzima que contém um grupo heme e
um ion ferroso complexado por atomos de nitrogénios pirrélicos da porfirina. Esta estrutura é
encontrada na enzima através da ligacdo entre o &tomo de ferro e o0 &tomo de enxofre de um

residuo de cisteina (Figura 11).4°

Figura 11. Enzima esterol 14o-desmetilase (CYP51). O grupo heme é representado ao centro.
Adaptado de Franca.®

O mecanismo de desmetilacdo na posicao 14 do lanosterol envolve trés ciclos cataliticos
consecutivos, cada um consumindo dois elétrons mais dois protons para reduzir o ferro do
grupo heme catalitico e ativar o oxigénio molecular, resultando na introducdo do atomo de
oxigénio no substrato e na reducdo do outro &tomo de oxigénio em agua. Nestareacéo, 0 grupo
metila é convertido em alcool e depois no intermediario aldeido. Finalmente, o ferro do grupo
heme promove uma oxidacdo radicalar, que resulta na saida de &cido formico e posterior

formacao da ligacdo dupla (Figura 12, pagina 13).3941
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Figura 12. Reacdes cataliticas de desmetilagdo do ergosterol na posicdo 14. Adaptado de Shapiro.?®

Os azois sao inibidores da biossintese do ergosterol agindo na enzima esterol 14a-
desmetilase (CYP51). Estes inibidores interagem por coordenacdo de um dos atomos de
nitrogénio do anel az6lico com o atomo de ferro do grupo heme da enzima, compartilhando
seu par de elétrons e blogueando a ligacdo do oxigénio molecular, enquanto a parte ndo ligada
da molécula do inibidor, forma interacdes hidrofobicas com a enzima (Figura 13).#>*% Devido
a essa interacdo, o sitio ativo da enzima ndo fica mais disponivel para a ligacdo com o

substrato.*?

.
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Figura 13. Proposta de interacdo entre o fluconazol e a enzima (CYP51). Adaptado de Yoshida.*?
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1.4-Relacéo estrutura-atividade dos azois

O estudo da relacdo estrutura-atividade de moléculas é uma ferramenta importante na
otimizacdo de um protdtipo ja existente ou na obtencéo racional de compostos candidatos a
farmacos. A modificagdo estrutural ¢ um dos métodos mais utilizados na descoberta de novos
farmacos ou na melhoria da atividade e seletividade. Neste contexto, o conhecimento do
mecanismo de acdo farmacoldgica permite definir os métodos de modificacdo estrutural ou da
sintese de novos analogos, para obter compostos com melhor perfil farmacocinético.**

Os inibidores da biossintese do ergosterol da classe dos azois apresentam uma
similaridade estrutural. Estes compostos apresentam quatro sitios de interagdo com a enzima
CYP51, assinalados como S1, S2, S3 e S4 (figura 14). Os grupos presentes nos sitios S1, S2 e
S3 séo designados farmacdforos.®

O miconazol é um derivado da classe dos imidazéis de primeira geracdo usado no
tratamento de micoses superficiais. Esse composto foi um dos primeiros agentes antifungicos
a ser descrito com atividade contra o protozoario T. cruzi. Em relagdo a estrutura desse
composto, pode-se identificar nos sitios S1, S2 e S3 os grupos farmacoféricos imidazol, éter e
diclorofenila, respectivamente. Dessa forma, o atomo de nitrogénio do anel imidazélico
presente no sitio S1, complexa o ferro do grupo prostético heme da enzima. O grupo éter
presente no sitio S2, atua como aceptor de ligacdo de hidrogénio e as fenilas presentes nos

sitios S3 e S4 interagem com a parte hidrofdbica da enzima (Figura 14).%°

Coordenagio Aceptor de ligagao
com o ferro do de hidrogénio
grupo heme 1

Interacoes

s3 .
: hidrofdbicas

Miconazol

Figura 14. Sitios de interacdo do miconazol.

O cetoconazol é um derivado do imidazol com melhor biodisponibilidade, comparado
com miconazol. Isto se deve ao aumento da parte hidrofébica no sitio S4, pela substituicdo do

grupo diclorofenila pelo grupo fenilpiperazinaetanona (Figura 15, pagina 15).846
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Figura 15. Sitios de interacdo do cetoconazol.

O fluconazol é um derivado triazolico planejado a partir dos imidazdis de primeira
geracd0.%® E o representante mais importante da primeira geracdo dos triazdis, devido a sua
maior hidrossolubilidade, boa biodisponibilidade oral, maior tempo de meia vida, bom perfil
de seguranca e eficacia.>>*’ Uma modificacio importante no desenvolvimento do fluconazol
foi a substituicdo do anel imidazol pelo anel triaz6lico no sitio S1, produzindo substancias
matabolicamente mais estaveis. Essa maior estabilidade se deve & resisténcia do anel
triazolico a oxidacio metabolica, aumentando sua eficacia e tempo de meia vida.*>*" O grupo
lateral do sitio S4 foi substituido pelo aneltriazolico, eliminando o centro estereogénico e
tornando a sintese mais simples. O grupo diclorofenila foi substituido pelo anel 2,4-
difluorofenila no sitio S3, aumentando a atividade, o tempo de meia vida e impedindo uma
possivel hidroxilacdo aromatica, o que poderia aumentar a toxicidade do composto, caso
ocorresse. O grupo éter foi substituido pelo grupo alcool no sitio S2, minimizando um
possivel impedimento estérico (Figura 16, pagina 16).3047

O itraconazol é um derivado triazolico utilizado como agente antifungico para infeccdes
superficiais e sistémicas.*® Seu desenvolvimento teve como prototipo o cetoconazol. O
itraconazol possui melhor atividade, seletividade e biodisponibilidade em relagdo ao
cetoconazol. Isto se deve a substituicdo do grupo imidazol pelo grupo triazol no sitio S1. O
grupo etanona foi substituido pelo grupo sec-butilfeniltriazolona no sitio S4, melhorando as
interacdes hidrofébicas com a parte proteica da enzima, aumentado a lipofilia e ampliando o

espectro de a¢do (Figura 17, pagina 16).%°
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Figura 16. Relacéo estrutura-atividade do fluconazol.
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Figura 17. Relacéo estrutura-atividade do itraconazol.
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O posaconazol é um derivado triazolico de segunda geracdo com amplo espectro de
atividade e bom perfil de seguranca, usado para o tratamento de micoses invasivas.’**! Seu
desenvolvimento teve como prot6tipo o itraconazol. As modificacBes estruturais produziram
um composto com amplo espectro de acdo e boa tolerancia para o tratamento de curta e longa
duracdo. Essas modificacbes consistiram na substituicdo do grupo diclorofenil pelo 2,4-
difluorofenila no sitio S3, como no fluconazol, a substituicdo do anel dioxolano por furano no
sitio S2 e a introducdo de uma hidroxila na extremidade da cadeia hidrocarb6nica no sitio S4,
melhorando a absorcdo do composto e aumentando as intera¢@es hidrofobicas com a enzima
(Figura 18).425¢
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Figura 18. Relagdo estrutura-atividade do posaconazol.

1.4-Derivados triazolicos: candidatos promissores para o combate a doenca de Chagas e

micoses

A biossintese do ergosterol € um alvo de grande importancia no desenvolvimento
racional de novos farmacos para o combate a doenca de Chagas e de infec¢fes fungicas, visto
que os inibidores da biossintese dos esterdis foram os unicos que alcangaram triagens clinicas

avangadas como farmacos na agdo anti-T. cruzi.>
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Trabalhos descritos na literatura demonstram que o protozoario T. cruzi € suscetivel aos
derivados triazdlicos, tanto em ensaios in vitro quanto in vivo.8® Adicionalmente, o gene
Ergll da enzima CYP51 do protozoario encontra-se ativado nas formas evolutivas presentes,
tanto no inseto vetor, quanto nos mamiferos, destacando ainda mais a importancia deste alvo
metabolico.>

Estudos realizados com o posaconazol (Figura 19, péagina 19), indicam que este
composto € capaz de promover a cura substancial na fase crénica do modelo murino da
doenca de Chagas, sem apresentar efeitos toxicos as células hospedeiras.>* Por meio de
estudos complementares, ficou comprovado que o posoconazol apresenta uma potente
atividade em cepas do protozoario T. cruzi, resistentes ao benznidazol e nifurtimox. Este
triazol apresenta ampla capacidade de distribuicdo em diferentes tecidos, além de um longo
tempo de meia vida.>®

TAK-187 (Figura 19, pagina 19), um derivado triazolico com largo espectro de
atividade antifangica, também apresenta excelente atividade anti-T. cruzi, promovendo de 80-
100% de cura parasitoldgica nas fases aguda e crénica em modelos murinos, se mostrando
efetivo em cepas resistentes ao nifurtimox e benznidazol.>® Este composto ndo apresentou
efeitos toxicos secundarios em nenhum dos protocolos experimentais, qualificando o TAK-
187 para estudos avancados para o tratamento da doenca de Chagas.*®>’

Outro derivado triazélico com largo espectro de acdo antiflngica é o albaconazol
(Figura 19, pagina 19). Este composto apresenta boa biodisponibilidade por via oral e um
tempo de meia vida longo. E extremamente ativo in vitro contra o protozoario T. cruzi, tanto
nas formas epimastigotas quanto nas amastigotas, sendo capaz de suprimir a doenga em caes
infectados.®®

O ravuconazol (Figura 19, pagina 19) também tem demonstrado ser ativo contra o
protozodrio T. cruzi em ensaios in vitro, apresentando longo tempo de meia vida e uma
concentrago inibitdria minima contra as formas amastigotas na ordem de nano molar.

Che e colaboradores sintetizaram uma nova série de derivados triazolicos substituidos,
com base no sitio da CYP51 de Candida albicans e Aspergillus fumigatus, por meio da
modelagem molecular. Os compostos sintetizados apresentaram atividade in vitro, de
moderada a boa, contra todas as espécies de fungos do género Candida sp. E Cryptococcus
neoformans. O composto i (Figura 19, pagina 19) apresentou elevada atividade e um largo
espectro antifingico, sendo considerado um bom candidato para avaliagbes e otimizacoes

posteriores.®
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a o

F Albaconazol Ravuconazol

e R=4-F i R=4-C(CH;);
f R=2-Cl

R =2-CHj; g R=4-Br

R=3-Br h R=4-NO,

Figura 19. Estruturas de compostos

potenciais agentes antifingicos a-i.

azolicos testados no tratamento da doenca de Chagas e 0s
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2-OBJETIVOS

2.1-Objetivos gerais

Visto a importancia do ergosterol para o crescimento, desenvolvimento e proliferacdo
em todas as etapas do ciclo de vida da maioria dos fungos e do protozoario Trypanosoma
cruzi, esse trabalho se objetivou sintetizar uma série de derivados triazolicos, que sdo
potenciais inibidores da biossintese do ergosterol, e avaliar a atividade antifingica e

tripanocida dos mesmos.
2.2-Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar os derivados triazélicos 6-15 (Figura20).

e Avaliar a atividade tripanocida dos derivados triazolicos 6-15 frente ao
protozoario Trypanosoma cruzi.

e Avaliar a atividade antifungica dos derivados triazélicos 6-15 frente as linhagens
de Cryptococcus spp., Candida spp., Microsporum gypseum, Aspergillus

fumigatus e Trichophyton rubrum.

Figura 20: Estrutura dos novos derivados triazélicos a serem sintetizados.
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2.3-Plano de sintese

Para a obtencdo dos derivados triazolicos 6-15 foi planejada uma rota de sintese

apresentada no esquema 1.

o /=N O
N |
NH, HN/\ Br\)J\N/\ \/N\)J\N/\
. @ o .
1 (2) 3)
l v
/=N o) /=N o
N | N |
\/N\)J\N/\K\/N@/NHZ \\\/N\)J\N/\K\/NIO’Noz
N=p| <7 N=|

S C))

l vi
N o) R
Qe oal

(6-15)

{1

Esquema 1: Etapas envolvidas na sintese dos derivados triazélicos. i) brometo de propargila, K,COs,
DMF, t.a.; ii) brometo de bromoacetila, EtsN, CH2Cl,, 0 °C; iii) 1H-1,2,4-triazol, K,COs, acetona,
t.a.;iv) 4-nitrofenilazida, CuSQs, ascorbato de sddio, CH.Cl./H,0, t.a; v)Pd/C, N:H4H-0, etanol,
refluxo; vi) aldeidos, EtOH, refluxo.

Inicialmente a anilina sera submetida ao tratamento com brometo de propargila,
possibilitando a obtencdo da amina secundéaria 1. Esta por sua vez, sera tratada com brometo
de bromoacetila, levando a formacdo da amida 2. O tratamento da amida 2 com 1-H-1,2,4-
triazol possibilitard a obtencdo do alcino 3 que, na presenca de 4-nitrofenilazida, sulfato de
cobre e ascorbato de sddio, levara ao intermediario 4 via reagao tipo “click”. O intermediario

4 serd submetido a uma reducdo catalitica, na presenca de hidrazina e paladio, levando a
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obtencdo da amina 5. A amina 5 serd tratada com uma série de aldeidos, dando origem aos
compostos triazélicos 6-15.
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3-PARTE EXPERIMENTAL

3.1-Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho sdo de elevada pureza, fabricados para
fins laboratoriais. Os solventes foram secos conforme a metodologia descrita no livro

Purification of laboratory chemicals.®

3.2-Equipamentos
e Métodos cromatogréaficos
As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando
placas POLYGRAM-UV254 0,20 mm MACHEREY — NAGEL ereveladas com lampada de
ultravioleta de comprimento de onda de 254 nm.
A purificacdo dos produtos foi realizada por cromatografia de adsor¢cdo em coluna
utilizando-se silica-gel comum grau técnico 60A (40-63 pm) como fase estacionaria.
e Temperatura de fusédo
As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelno GEHAKA-PF1500.
e Espectroscopia no infravermelho
Os espectros na regido do infravermelho foram registrados em aparelho Spectrum RX |
da Perkin Elmer. Os compostos foram pastilhados com KBr utilizando prensa hidraulica e os
espectros adquiridos na faixa de 4000 a 400 cm™, com a resolucéo de 2,0 cm™.
e Ressonancia magnética nuclear
Os experimentos de ressonancia magnética nuclear foram realizados em equipamento
Bruker AVANCE-IIl 400 Nanobay, operando a 400 MHz para *H e 100 MHz para **C. Os
espectros unidimensionais de H, de 3C e os espectros bidimensionais COSY, HMQC e
HMBC foram adquiridos a 25 + 0,1 °C, utilizando o TMS como referéncia interna.
e Difracdo de raios X por monocristal (DRXM)
Para a realizacdo dos experimentos, utilizou-se o equipamento difratdmetro Kappa Duo
Bruker-AXS e um detector APEX Il CCD.
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3.3-Sintese e caracterizagao

Sintese de 1-azido-4-nitrobenzeno

(Procedimento adaptado de Hiroyoshi.®%)

Em um bal&o de 500 mL, foram adicionados 10 mL de acido cloridrico concentrado, 30
mL de agua destilada e 4-nitroanilina (1,38g, 10 mmol) a 0 °C. Em seguida, foram
adicionados 10 mL de uma solu¢do aquosa de nitrito de sédio (0,076 g/mL). A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo magnética por 1h. Apds esse periodo, a mistura foi filtrada
e o filtrado foi transferido para outro baldo de 500 mL. Em seguida, foram adicionados ao
filtrado, 10 mL de uma solucdo aquosa de azida de sédio (0,078 g/mL) e mantidosob agitacédo
magnética por mais uma 1h. Ao final da reacdo, o precipitado formado foi filtrado em funil de
Buchner, lavado com 30 mL de agua e seco sob pressdo reduzida em bomba de alto vécuo,
levando a obtencdo da azida orgéanica na forma de um solido amarelo com rendimento

quantitativo.

Férmula molecular: CeHsN4Oo.

Massa molecular: 164,03 g/mol.

Faixa de fuséo: (70,2-70,7)°C.

Aspecto: sélido amarelo.

Rendimento: quantitativo

IV (cm™): 2402, 2258, 2126, 1606, 1592, 1346, 1290, 846, 748.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6(multiplicidade,integracéo, atribuicéo e J (Hz))
8,25(d, 2H, H3, 3J = 8,8);7,34(d, 2H, H2,%J= 8,8 Hz).

RMN de 3C (100 MHz, CDCl3)d: 147,2 e 144,6 (C1, C4); 126,1 e 120,6 (C2, C3).
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Sintese de N-(prop-2-in-1-il)anilina (1)

(Procedimento adaptado de Marshall.®!)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados anilina (200mg, 2,15 mmol), carbonato de
potassio (297mg, 2,15 mmol) e dimetilformamida seca (5 mL). Em um funil de adi¢do foram
adicionados brometo de propargila (255 mg, 2,15 mmol) e dimetilformamida seca (5 mL). O
contetdo do funil de adicdo foi lentamente transferido para o baldo. A mistura reagente foi
mantida sob agitacdo magnética por 6h a 0°C. O desenvolvimento da reagdo foi acompanhado
por cromatografia em camada delgada usando uma mistura de hexano e acetato de etila (30:1)
como eluente. Ao final da reacdo, o contetido do bal&o foi extraido com agua destilada (3 x 20
mL) e acetato de etila (3 x 30 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio e
filtrada. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida, obtendo um residuo oleoso. O residuo
foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-seuma mistura de hexano
e acetato de etila (30:1) como eluente. O composto 1 foi obtido na forma de um 6leo amarelo,

com rendimento de 75%.

Férmula molecular: CoHgN.

Massa molecular: 131,07 g-mol™.

Aspecto: 6leo amarelo.

Rendimento: 75%.

IV (cm): 3403, 3287, 3053, 3023, 1604, 1506, 1316, 1261, 753, 693.

RMN de 'H (400 MHz, CDCIls): é(multiplicidade, integracéo, atribuicéo e J (Hz)) 7,22-
7,27(m, 2H, H3); 6,82(t, 1H, H4,3)= 8,0Hz); 6,71(d, 2H, H2, 3J = 8,0 Hz); 3,94(d, 2H, H5,
4Jus.h7 = 2,4 Hz); 3,89(s, 1H, NH); 2,23(t, 1H, H7, *Ju7-ns = 2,4 Hz).

RMN de 3C (100 MHz, CDClz)é: 146,6 (C1); 129,2 (C3); 118,7 (C4); 113,6 (C2); 80,9
(C6); 71,3 (CT7); 33,7 (CH).
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Sintese de 2-bromo-N-fenil-N-(prop-2-in-1-il)acetamida (2)

(Procedimento adaptado de Arabshahi.®?)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados o compostol (500 mg, 3,85 mmol),
trietilamina (0,81 mL, 5,78 mmol, 1,5 equivalente) e diclorometano (20 mL) a 0 °C. Em um
funil de adicdo foram adicionados brometo de bromoacetila (0,5 mL, 5,78 mmol, 1,5
equivalente) e diclorometano (5 mL). Em seguida, o conteudo do funil foi lentamente
adicionado ao baldo. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética por 2h. O
progresso da reacdo foi acompanhado por cromatografia em camada delgada, utilizando-se
uma mistura de hexano e acetato de etila (3:1) como eluente. Ao final da reacdo, o contetdo
do balédo foi lavado com uma solucdo de &cido cloridrico 0,5 molar (3 x 15 mL) e uma solucao
de bicarbonato de s6dio 0,5 molar (3 x 15 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
magnésio e filtrada. O solvente foi destilado sob pressdo reduzida, obtendo um residuo
oleoso. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-se como
eluente, um gradiente de hexano e acetato de etila nas proporgdes de 30:1, 5:1, e 2:1. O
composto 2 foi obtido na forma de um 6leo amarelo, com rendimento de 95%.

Formula molecular: C11H10BrNO.

Massa molecular: 250,99 g-mol=.

Aspecto: 0leo amarelo.

Rendimento: 95%.

IV (cm™): 3292, 3062, 2964, 2120, 1668, 1494, 1428, 1392, 1206, 700.

RMN de 'H (400 MHz, CDClzs): é(multiplicidade, integracdo, atribuicdo e J (Hz)) 7,35-
7,45 (m, 3H, H3 e H4);7,31-7,28 (m, 2H, H2), 4,41 (d, 2H, H5, *Jus.n7 = 2,4 Hz), 3,58 (s, 2H,
H9); 2,16 (t, 1H, H7, *Jn7-15 = 2,4 Hz).

RMN de 23C (100 MHz, CDCls, éc): 165,9 (C8); 140,5 (C1); 129,8 (C3); 129,0 (C4); 128,0 (
C2); 78,1 (C6); 72,7 (C7); 39,1 (C5); 26,6 (C9).
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Sintese de N-fenil-N-(prop-2-in-1-il)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (3)

N 5

(Procedimento adaptado de Huang.®)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados o composto2 (100 mg, 0,4 mmol), 1-H-
1,2,4- triazol (41 mg, 0,6 mmol, 1,5 equivalente), carbonato de potéssio (50 mg, 0,36 mmol) e
20 mL de acetona seca. A mistura reagente foi agitada a temperatura ambiente por 3h. O
desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por cromatografia em camada delgada,
utilizando-se uma mistura de hexano e acetato de etila (3:1) como eluente. Ao final da reacéo,
todo solvente foi eliminado sob pressdo reduzida e 20 mL de &gua destilada foram
adicionados ao residuo sélido. Em seguida, a mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 20
mL). A fase organica foi lavada com agua (3 x 20 mL) e seca com sulfato de magnésio. O
solvente foi destilado sob pressdo reduzida, levando a obtencdo do composto 3 na forma de

um sélido branco, com rendimento quantitativo.

Férmula molecular: Ci13H12N4O.

Massa molecular: 240,10 g-mol™.

Faixa de fusdo: (132,2-133,1)°C.

Aspecto: sélido branco.

Rendimento: quantitativo.

IV (cm™): 3444, 3266, 3122, 2954, 2120, 1682, 1672, 1492, 1286, 1278, 1018, 808, 680.
RMN de *H (400 MHz, CDCls): 6(multiplicidade, integracéo, atribuicédo e J (Hz)) 8,15 (s,
1H, H10); 7,83 (s, 1H, H11); 7,50-7,35 (m, 3H, H3 e H4); 7,32-7,29 (m, 2H, H2); 4,66 (s, 2H,
H9); 4,43 (d, 2H, H5, *Jus.n7= 2,4 Hz); 2,18 (t, 1H, H7, *Ju7-ns = 2,4 Hz).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, éc): 164,6 (C8); 151,2 (C11); 144,6 (C10); 139,3 (C1);
130,2 (C3); 129,4 (C4); 128,1 (C2); 77,8 (C6); 72,9 (C7); 50,8 (C9); 38,9 (C5).



28

Sintese de N-((1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)acetamida (4)

-
-

)

(Procedimento adaptado de Borgati.®*)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, coberto com papel aluminio, foram
adicionados sulfato de cobre pentaidratado (3,73 mg, 0,015 mmol), ascorbato de sédio
(6,6mg, 0,033mmol) e 1 mL de agua sob agitacdo magnética. Apds ocorrer a mudanga na cor
da solucdo de azul para amarelo, foram adicionados3 mL de diclorometano, o composto 3
(100 mg, 0,416 mmol) e a 4-nitrofenilazida (75 mg, 0,46 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitagdo vigorosa em temperatura ambiente por 2h. O desenvolvimento da reacéo
foi acompanhado por cromatografia em camada delgada, utilizando uma mistura de acetato de
etila e hexano (1:1) como eluente. Ap6s o consumo do material de partida, foram adicionados
30 mL de diclorometano no baldo reagente. Em seguida, foi feita uma extracdo com 50 mL de
uma mistura composta de 0,5g de EDTA, 100 mL de hidréxido de amonio concentrado e 100
mL de agua destilada. Este procedimento foi repetido por quatro vezes. A fase organica foi
seca com sulfato de magnésio e o solvente foi destilado sob pressdo reduzida. O residuo
solido foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, usando uma mistura de
hexano e acetatode etila (1:1), como eluente. O composto 4 foi obtido na forma de um sélido

amarelo, com rendimento de 85%.

Formula molecular: C19H16NgOs.

Massa molecular: 404,13 g-mol™.

Faixa de fusdo: (161,2 — 162,3)°C.

Aspecto: sélido amarelo claro.

Rendimento: 85%

IV (cm™): 3436, 3124, 3082, 3066, 2938, 2856, 1680, 1598, 1526, 1344, 1282, 1042, 860.
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RMN de 'H (400 MHz, DMSO-gs): (multiplicidade, integracdo, atribuicdo e J (Hz)) 8,92
(s, 1H, H7); 8,44 (d, 2H, H14, 3Ja-113 = 8,8 Hz); 8,40 (s, 1H, H10); 7,93 (s, 1H, H11); 8,21
(d, 2H, H13, 3313114 = 8,8 Hz); 8,50-8,43 (m, 5H, H2, H3 e H4); 5,03 (s, 2H, H5); 4,88 (s,
2H, H9).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-gs, dc): 165,9 (C8); 151,5 (C11); 147,1 (C15); 145,9 (C10);
145,0 (C6); 141,2 (C12); 140,7 (C1); 130,3 (C3); 129,1 (C4); 128,8 (C2); 126,0 (C14); 128,8
(C7); 120,9 (C13); 51,0 (C9) 45,0 (C5).

Sintese de N-((1-(4-aminofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)acetamida (5)

N 5 7
N\)J\
N\~ 8 N 6~ NH,
10 9 N 15
1 /12
N%N
2 13 14

(Procedimento adaptado de Da Silva, C. M.%)

Em um baldo de 50 mL adicionaram-se 20 mL de etanol, o composto 4 (100 mg, 0,247
mmol), 0,5 mL de hidrato de hidrazina (solucdo de 80% em &gua) e quantidade catalitica de
paladio/carbono (10%). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo, a 80 °C, por 2h. O
desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por cromatografia em camada delgada,
utilizando uma mistura de acetato de etila e hexano (1:2) como eluente. Ao final da reacéo, o
catalisador foi removido por filtracdo e o filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida. Ao
residuo, foram adicionados 20 mL de agua destilada e 20 mL de diclorometano. A fase
organica foi separada, secada com sulfato de magnésio e filtrada. O solvente foi destilado sob
pressdo reduzida, levando a obtengdo do composto 5 na forma de um soélido branco, com

rendimento quantitativo.

Formula molecular: C19H18NgO.
Massa molecular: 374,16 g-mol ™.
Faixa de fuséo: (86,4 - 87,5)°C.

Aspecto: sélido branco.
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Rendimento: quantitativo.

IV (cm™): 3448, 3352, 3224, 3122, 2930, 2852, 1672, 1522, 1276, 1138, 1046, 1016, 832,
702.

RMN de *H (400 MHz, CDClz): é(multiplicidade, integracéo, atribuicédo e J (Hz)) 8,30
(d, 2H, H13, 3313114 = 9,2 Hz); 8,22 (s, 1H, H7); 8,17 (s, 1H, H10); 7,90 (d, 2H, H14, 3Jn14.
13 = 9,2); 7,84 (s, 1H, H11); 7,35-7,44 (m, 3H, H3 e H4); 7,25-7,30 (m, 2H, H2); 5,37 (s, 2H,
NH.); 4,94 (s, 2H, H5); 4,72 (s, 2H, H9).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, dc): 165,4 (C8); 151,2 (C11); 147,2 (C15); 144,7 (C10 e
C6); 141,0 (C12);140,4 (C1); 130,5 (C3); 129,4 (C4); 128,0 (C2); 125,4 (C14); 121,9 (C7);
120,4 (C13); 51,1 (C9); 45,7 (C5).

Procedimento geral para sintese dos derivados triazélicos 6-15.

(Procedimento adaptado de Da Silva, C. M.%%)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionaram-se 20 mL de etanol, o composto
5 (200 mg, 0,53mmol) e o aldeido correspondente (0,53 mmol). O baldo foi entdo colocado
em um reator de micro-ondas da marca CEM, modelo Discover System, por 5 min a
temperatura de 60 °C, poténcia de 200W e tempo de rampa de 2 min. O solvente foi destilado
sob pressdo reduzida e uma mistura de hexano-acetato de etila (1. 3) foi adicionada ao
residuo. A mistura foi mantida em freezer por 24h, levando a formacdo de um precipitado. O

solido foi separado por filtracdo e seco sob vacuo, fornecendo os compostos 6-15.

N-((1-(4-(((1E,2E)-3-(4-nitrofenil)alilideno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-
fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (6)

-
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(
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Formula molecular: C2sH23NgOs.

Massa molecular: 533,19 g-mol ™.
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Faixa de fuséo: (223,5 - 224,4)°C.

Rendimento: 87%.

Aspecto: sélido amarelo escuro.

IV (cm): 3108, 2924, 2851,1675, 1593, 1509, 1341, 1273, 1046, 1015, 832 e 704.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-gs): o(multiplicidade, integracéo, atribuicdo e J (Hz)) 8,68
(s, 1H, H7); 8,53 (d, 1H, H16, 3Ju16-r17 = 8,8 Hz); 5,40 (s, 1H, H10); 8,26 (d, 2H, H21, 3Juz1-
H20 = 8,4 Hz); 7,96 (d, 2H, H20, 3Jn20-121 = 8,4 Hz); 7,94 (s, 1H, H11); 9,92 (d, 2H, H13,
3Jn13-114 = 8,8 Hz); 7,50-7,46 (m, 3H, H2, H3 e H4); 7,43 (d, 2H, H14, 3Jn14-t13 = 8,8 Hz);
7,38 (dd, 1H, H17, 3Jm17-H16 = 16,0 HZ € 3Jn17-m1s = 8,8 Hz); 5,01 (s, 2H, H5); 4,88 (s, 2H,
H9).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds, dc): 165,3 (C8); 162,4 (C16); 151,0 (C15); 150,9 (C11);
147,4 (C22); 145,4 (C10); 143,8 (C6); 142,1 (C18); 141,7 (C19); 140,2 (C1); 134,5 (C12);
132,1 (C17); 129,8 (C3); 128,6 (C20); 128,5 (C4); 128,3 (C2); 124,0 (C21); 122,3 (C14);
121,7 (C7); 120,8 (C13); 50,5 (C9); 44,6 (C5).

N-fenil-N-((1-(4-(((1E,2E)-3-fenilalilideno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (7)

-
N

)
O

Formula molecular: C2sH24NgO.

Massa molecular: 488,21 g-mol™.

Faixa de fuséo: (203,4 - 203,6)°C.

Rendimento: 83%.

Aspecto: sélido amarelo claro.

IV (cm?): 3438, 3126, 2926, 2854, 1682, 1624, 1584, 1508, 1400, 1274, 1262, 1016, 988.
RMN de H (400 MHz, DMSO-d6): (multiplicidade, integracéo, atribuicéo e J (Hz)) 8,67
(s, 1H, H7); 8,48 (d, 1H, H6, 3Juis-r17 = 8,8 Hz); 8,41 (s, 1H, H10); 7,95 (s, 1H, H11); 7,90
(d, 1H, H13, 3Ju13-H14 = 8,8 HZ); 7,70 (d, 1H, H20, 3Jp20-21 = 6,8 Hz); 7,40-7,49 (m, 11H, H2,
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H3, H4, H14, H18, H21 e H22); 7,19 (dd, 1H, H17, 3Ju17-n16 = 8,8 Hz, 3Jn17-H1s = 16,0 Hz);
5,02 (s, 2H, H5); 4,88 (s, 2H, H9).
RMN de 13C (100 MHz, DMSO-gs, dc): 165,3 (C8); 163,0 (C16); 151,4 (C15); 151,0 (C11);
145,4 (C10); 145,0 (C18); 143,8 (C6); 140,2 (C1); 135,3 (C19); 134,2 (C12); 129,8 (C3);
129,7 (C22); 128,9 (C20); 128,3 (C17); 128,0 (C2); 127,6 (C21); 122,1 (C14); 121,7 (C7);
120,8 (C13); 44,6 (C9); 40,1 (C5).

N-((1-(4-(((1E,2E)-3-(4-(dimetilamino)fenill)alilideno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)-N-fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (8)

¢l

Férmula molecular: CzoH29NgO.

Massa molecular: 531,25 g-mol ™.

Faixa de fuséo: (218,2 - 218,8)°C.

Rendimento: 87%.

Aspecto: sélido alaranjado.

IV (cm): 3434, 3133, 2919, 2860, 1675, 1602, 1584, 1508, 1396, 1360, 1267, 1246, 1158,
990, 811.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-gs): (multiplicidade, integracéo, atribuicdo e J (Hz)) 8,63
(s, 1H, H7); 8,39 (s, 1H, H10); 8,37 (d, 1H, H16, 3Jn1e-tn7 = 8,5 Hz); 7,93 (s, 1H, H11), 8,86
(d, 1H, H13, 3Jmis-114 = 8,5 Hz); 7,51 (d, 2H, H20, 3Jn20-H21 = 8,5 Hz); 7,40-7,48 (m, 5H, H2,
H3 e H4); 7,34 (d, 1H, H14, 3Jr14-113 = 8,5 HZ); 7,28 (d, 1H, H18, 3Jwig-n17 = 15,7 Hz); 6,92
(dd, 1H, H17, 3Ju17-n16 = 8,5 Hz, 3Jn17-m1s = 15,7 Hz); 6,74 (d, 2H, H21, 3Jr21-H20 = 8,5 H2);
5,00 (s, 2H, H5); 4,87 (s, 2H, H9); 2,98 (s, 6H, H23).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds, dc): 165,3 (C8); 163,2 (C16); 151,9 (C15); 150,3 (C22);
150,9 (C11); 146,0 (C18) 145,4 (C10); 143,7 (C6); 140,25 (C1); 133,72 (C12); 129,8 (C3);
129,2 (C20); 128,5 (C4); 128,3 (C2); 123,0 (C17) 122,8 (C19); 121,9 (C14); 121,6 (C7);
120,7 (C13); 111,9 (C21), 50,5 (C9); 44,6 (C5); 39,6 (C23).
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(E)-N-((2-(4-(((5-nitrofuran-2-il)metileno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-
fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (9)
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Formula molecular: C2sH19NgOa.

Massa molecular: 497,16 g-mol™.

Faixa de fusao: (185,8 - 186,6)°C.

Rendimento: 78%.

Aspecto: sélido amarelo claro.

IV (cm™): 34,33, 3150, 3120, 2933, 1677, 1513, 1352, 1277, 1255, 1180, 1141, 837, 808,
703.

RMN de H (400 MHz, DMSO-d6): (multiplicidade, integracéo, atribuicéo e J (Hz)) 8,72
(s, 2H, H7 e H16); 8,40 (s, 1H, H10); 7,84 (d, 1H, H19, 3Jn10-H1s = 3,6 Hz); 7,59 (d, 2H, H14,
3Jn14a-m13 = 8,8 Hz); 7,41-7,41 (m, 5H, H2, H3 e H4); 7,44 (d, 1H, H18, 3Ju1s-H10 = 3,6 Hz);
5,02 (s, 2H, H5); 4,88 (s, 2H, H9).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-g6, dc): 165,3 (C8); 152,5 (C20); 152,4 (C17); 151,0 (C11);
149,6 (C15); 148,8 (C16); 145,4 (C10); 143,9 (C6); 140,2 (C1); 135,3 (C12); 129,8 (C3);
128,6 (C4); 128,3 (C2); 50,5 (C5); 44,6 (C9).
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(E)-N-((2-(4-((furan-2-ilmetileno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)acetamida (10)
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Férmula molecular: C2sH20NgOx.

Massa molecular: 452,17 g-mol™.

Faixa de fusdo: (191,8 - 192,5)°C.

Rendimento: 92%.

Aspecto: sélido branco.

IV (cm™): 3439, 3131, 2955, 1669, 1630, 1594, 1512, 1479, 1398, 1137, 1047, 773, 706.
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): é(multiplicidade, integracéo, atribuicdo e J (Hz)) 7,99
(s, 1H, H7); 8,52 (s, 1H, H16); 8,41 (s, 1H, H10); 7,99 (s, 1H, H20); 7,95 (s, 1H, H11); 7,91
(d, 2H, H13, 3Jn1s-+14 = 8,8 Hz); 7,49-7,53 (m, 5H, H2, H3 e H4); 7,46 (d, 2H, H14, 3Jh14-H13
= 8,8 Hz); 7,21 (d, 1H, H18, 3Ju1s-n19 = 3,3 Hz); 6,74 (dd, 1H, H19, 3Jn19-118 = 3,3 Hz, 3Jpio-
H20 = 1,6 Hz Hz); 5,0 (s, 2H, H5); 4,89 (s, 2H, H9).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-gs, dc): 166,9 (C8); 152,4 (C17); 151,7 (C11 e C15); 149,9
(C16); 146,1 (C10); 144,5 (C6); 140,9 (C1); 135,0 (C12); 130,5 (C3); 129,2 (C4); 129,0 (C2);
123,0 (C14); 122,4 (C7); 121,5 (C13); 118,4 (C18); 113,3 (C19); 51,2 (C9); 45,3 (C5).

(E)-N-((1-(4-((4-nitrobenzilideno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)acetamida (11)

Formula molecular: C2sH21NgOs.
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Massa molecular: 507,18 g-mol™.

Faixa de fuséo: (206,0 - 206,7)°C.

Rendimento: 95%.

Aspecto: sélido amarelo claro.

IV (cmt): 3132, 3104, 3060, 3036, 2943, 1689, 1592, 1507, 1491, 1342, 1273, 838, 699.
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-g): (multiplicidade, integracéo, atribuicédo e J (Hz)

8,90 (s, 1H, H16); 8,72 (s, 1H, H7); 8,39 (s, 1H, H10), 8,39 (d, 2H, H19, 3Ju19-H1s = 8,8 Hz);
8,22 (d, 2H, H18, Jn1s-+10 = 8,8 Hz); 7,98 (d, 2H, H13, 3Jn13-114 = 8,8 Hz); 7,93 (s, 1H, H11);
7,57 (d, 2H, H14, 3Ju14-113 = 8,8 Hz); 7,40-7,53 (m, 5H, H2, H3 e H4); 5,01 (s, 2H, H5); 4,87
(s, 2H, H9).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds, dc): 165,3 (C8); 159,8 (C16); 150,9 (C11); (C15); 145,4
(C10); 143,8 (C6); 141,2 (C17); 140,2 (C1); 134,9 (C12); 129,8 (C3); 129,7 (C19); 128,5
(C4); 128,2 (C2); 123,9 (C18); 121,7 (C7); 120,7 (C13); 50,4 (C9); 44,6 (C5).

(E)-N-((1-(4-(benzilidenoamino)fenill)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-(1H-1,2,4-

triazol-1-il)acetamida (12)

Formula molecular: C2sH22NgO.

Massa molecular: 462,19 g-mol™.

Faixa de fuséo: (206,0 - 206,7)°C.

Rendimento: 89%.

Aspecto: sélido branco.

IV (cm™): 3132, 3060, 2967, 2944, 2920, 2854, 1680, 1626, 1510, 1494, 1408, 1276, 1186,
1186, 1138, 1043, 1019, 699.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): (multiplicidade, integracéo, atribuicéo e J (Hz)) 8,71
(s, 1H, H16); 8,69 (s, 1H, H7); 8,41 (s, 1H, H10); 7,97-7,91 (m, 2H, H19); 7,92 (s, 1H, H11);
7,91 (d, 2H, H13, 3Jmi3-H14 = 8,8 Hz); 7,55-7,51 (m, 3H, H20 e H18); 7,50-7,36 (m, 8H, H2,
H3, H4, e H14); 4,99 (s, 2H, H5); 4,86 (s, 2H, H9).
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RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds, dc): 165,3 (C8); 161,7 (C16); 151,3 (C15); 151,0 (C11);
1454 (C10); 143,8 (C6); 140,2 (C1); 135,7 (C17); 134,3 (C12); 131,7 (C18); 129,8 (C3);
128,8 (C19 e C20), 128,5 (C4); 128,3 (C2); 122,3 (C14); 121,7 (C7); 120,8 (C13); 50,5 (C9);
44,6 (C5).

(E)-N-((1-(4-((4-hidroxibenzilideno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (13)

Formula molecular: C2sH22NgOx.

Massa molecular: 478,19 g-mol™.

Faixa de fusao: (248,6 - 249,5)°C.

Rendimento: 74%.

Aspecto: sélido amarelo claro.

IV (cm™): 3299, 3139, 2939, 2993, 2950, 2924, 2855, 1650, 1609, 1518, 1512, 1445, 1273,
1235, 1164, 1140, 837, 704.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): d(multiplicidade, integracéo, atribuicédo e J (Hz))
10,19 (s, 1H, OH); 8,66 (s, 1H, H7); 8,54 (s, 1H, H16); 8,40 (s, 1H, H10); 7,93 (s, 1H, H11);
7,88 (d, 2H, H13, 3Jn13-114 = 8,4 Hz); 7,81 (d, 2H, H18, 3Ju1s-n10 = 8,2 Hz); 7,44-7,54 (m, 5H,
H2, H3 e H4); 7,41 (d, 2H, H14, 3Jn1a+13 = 8,4 Hz); 6,91 (d, 2H, H19, 3Jui9H1s = 8,2 Hz);
5,01 (s, 2H, H5); 4,87 (s, 2H, H9).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-gs, dc): 165,3 (C8); 160,9 (C16 e C20); 151,9 (C15); 151,0
(C11); 145,4 (C10); 143,8 (C6); 140,2 (C1); 133,8 (C12); 130,9 (C18); 129,8 (C3); 128,5
(C4); 128,3 (C2); 127,2 (C17); 122,1 (C14); 121,7 (CT7); 120,8 (C13); 115,6 (C19); 50,5 (C9);
44,6 (C5).
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(E)-N-((2-(4-((2-hidroxibenzilideno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (14)
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Férmula molecular: CzsH22NgOx.

Massa molecular: 478,19 g-mol™.

Faixa de fuséo: (203,6 - 203,5)°C.

Rendimento: 86%.

Aspecto: sélido amarelo claro.

IV (cm™): 3432, 3125, 3083, 3060, 2963, 2943, 2851, 1680, 1617, 1595, 1513, 1493, 1408,
1276, 1186, 1138, 1044, 1019, 836, 699.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): d(multiplicidade, integracéo, atribuicédo e J (Hz))
12,84 (s, 1H, OH); 9,03 (s, 1H, H16); 8,72 (s, 1H, H7); 8,41 (s, 1H, H10); 7,98 (d, 2H, H13,
3Jn13-H14 = 8,8 Hz); 7,95 (s, 1H, H11); 7,70 (d, 1H, H18, 3Jm1s-n10 = 7,6 Hz); 7,63 (d, 2H, H14,
3Jn14-m13 = 8,8 Hz); 7,43-7,65 (m, 6H, H2, H3, H4 e H20); 6,98-7,02 (m, 2H, H19 e H21);
5,02 (s, 2H, H5); 4,89 (s, 2H, H9).

RMN de *3C (100 MHz, DMSO-gs, dc): 165,3 (C8); 164,0 (C16); 160,2 (C22); 151,0 (C11)
148,1 (C15); 145,4 (C10); 143,9 (C6); 140,2 (C1); 134,9 (C12); 135,5 (C20); 132,5 (C18);
129,8 (C3); 128,5 (C4); 128,3 (C2); 122,7 (C14); 121,7 (C7); 120,8 (C13); 119,2 (C17 e
C19); 116,63 (C21); 50,5 (C9); 44,6 (C5).
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(E)-N-((1-(4-((benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-
N-fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamid4 (15)
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Férmula molecular: C27H22NgOs.

Massa molecular: 506,18 g-mol™.

Faixa de fusdo: (188,6 —189,8)°C.

Rendimento: 91%.

Aspecto: sélido branco.

IV (cm™): 3146, 3119, 2948, 2898, 1679, 1590, 1515, 1494, 1450, 1209, 1141, 1035, 928,
836, 706.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): (multiplicidade, integracéo, atribuicéo e J (Hz)) 8,67
(S, 1H, H7); 8,58 (s, 1H, H16); 8,40 (s, 1H, H10); 7,90 (d, 2H, H13, 3Jn13-H14 = 8,8 Hz); 7,42-
7,51 (m, 9H, H2, H3, H4, H14, H18 e H22); 7,08 (d, 1H, H19, Jn1s-+1s = 8,0 Hz); 6,14 (s,
2H, H23); 5,01 (s, 2H, H5); 4,88 (s, 2H, H9).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds, éc): 165,3 (C8); 160,7 (C16); 151,4 (C15); 151,0 (C11);
150,4 (C21); 148,0 (C20); 145,4 (C10); 143,8 (C6); 140,2 (C1); 134,1 (C12); 130,6 (C17);
129,8 (C3); 128,5 (C4); 128,3 (C2); 126,1 (C18), 122,2 (C14); 121,7 (C7); 120,7 (C13); 108,4
(C19); 106,3 (C22); 101,7 (C23); 50,5 (C9); 44,6 (C5).
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3.4-Difracéo de raios X por monocristal (DRXM)

Os experimentos de difracdo de raios X foram realizados em colaboragdo com o
professor Felipe Terra Martins do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias.
Para a realizacdo dos experimentos utilizou-se o equipamento difratbmetro Kappa Duo
Bruker-AXS e um detector APEX 11 CCD.

Os dados de difracédo de raios X (DRMX) foram coletados a temperatura ambiente (298
K) apoés exposicio a radiacio MoKa (A = 0,71073 A) de uma microfonte IpS com
monocromador de espelhos em multicamadas. Uma corregdo por absorc¢ao do tipo multi-scan
também foi aplicada aos conjuntos de dados, que por sua vez, foram tratados por refinamento
de cela e reducdo dos dados com conjunto de programas Bruker SAINT e SADABS.%" A
resolucéo das estruturas cristalinas foi realizada por meio dos métodos diretos de recuperacdo
de fase com o programa SHELXS-97 e o refinamento dessas estruturas foi realizado pelo
método dos minimos quadrados de matriz completa utilizando o quadrado dos fatores de
estrutura com o programa SHELXL-97.%8 Os programas utilizados na resolucio e refinamento
das estruturas foram acessados por meio da interface de programas de cristalografia WinGX.%
Posicdes fixas e pardmetros térmicos isotrépicos fixos [Uiso(H) = 1,2Ueq(C)] foram adotados

para 0s atomos de hidrogénio.

3.5-Avaliacao de atividade anifangica

Os testes de atividade antifungica foram realizados em colaboragdo com o professor
Daniel de Assis Santos, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada para os compostos 3-15
segundo os métodos de microdiluicio em caldo preconizados pelo CLSI (Clinicaland
Laboratory Standards Institute).”> Os compostos foram inicialmente dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO), de modo a se obter solugdes de 1000 pg/mL. Essas solugdes foram
submetidas a dilui¢Oes sucessivas, resultando em solugdes de concentragdes entre 4 a 128
pg/mL. Os testes de atividade antifingica foram realizados em placas de 96 pocos e essas
placas foram incubadas a uma temperatura de 60 °C por 48 horas para Candida glabrata, 72
horas para Cryptococcus ssp e 7 dias para Microsporum gypseum, A leitura do teste foi feita

visualmente e os resultados expressos em pg/mL.
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3.6-Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi

Os testes de atividade anti-T. cruzi foram realizadosem colaboracdo coma professora

Fernanda Ramos Gadelha do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.

3.6.1-Cultura de parasitos

As formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram cultivadas em meio LIT
(Liver infusion tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino e solugédo de
hemoglobina 2% a 28 °C, o que resultou na concentragdo 1 x 10° parasitos por mL . As
células foram obtidas por centrifugacdo a 2500 rpm por 5 min a 4 °C. O nimero de células

foi determinado em uma camara de Neubauer.

3.6.2-Determinacdo de atividade antiparasitéria e ensaios de citotoxidade

Para avaliar o efeito citotoxico dos compostos 3-15 sobre as formas epimastigotas do
parasita, foi empregado o método de reducdo do MTT.” Os parasitos foram incubados na
presenca de 50 UM ou 100 pMdos compostos 3-15, dissolvidos em dimetil sulfoxido
(DMSO0), em placas de 96 pogos. Apbs 24h, 1 uL do reagente MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-terazélio) 5 mg/mL foi adicionado as culturas. Apds 3 horas
de incubacdo, adicionaram-se 50 pL de dodecilsulfato de sédio 20% e incubou-se por 30
minutos. A formacgéo de formazan foi determinada em um leitor de placas no comprimento de
onda de 595 nm, tendo a leitura a 690 nm como referéncia. Cada composto foi analisado em

triplicata.
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4-RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1-Sintese e caracterizacao

Sintese do 1-azido-4-nitrobenzeno

A sintese do 1-azido-4-nitrobenzeno foi realizada em duas etapas. Inicialmente, a 4-
nitroanilina reage com acido nitroso que foi formado in situ, produzindo o sal de
arenodiazonio. Posteriormente, o0 grupo diazonio é substituido pelo grupo azido, formando a

azida organica (Esquema 2).

NH, N,CI N3
NaNO,, HCI NaN;
-2 7 + NaCl + N,
H,O H,O
(0-5°C) (0-5°C)
NO, NO, NO,

Esquema 2: Sintese da azida organica pela reagdo de substituicao de sal de diazénio aromatico.

A caracterizacdo do composto foi feita por ressonancia magnética nuclear e por
espectroscopia no infravermelho.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 22, pagina 42) observa-se uma banda
referente ao estiramento do grupamento azida em 2126 cm™.

No espectro de RMN de *H (Figura 23, pagina 43) é possivel observar um dupleto em ¢
8,25, integrado para dois hidrogénios, referentes aos hidrogénios H3. Observa-se ainda, outro
dupleto em ¢ 7,34, integrado para dois hidrogénios, referentes aos hidrogénios H2.

No espectro de RMN de *C (Figura 24, pagina 43) observam-se os sinais § 147,2, ¢
144.6, 6 126,1 e 6 120,6, associados aos carbonos C1, C4, C3 e C2.

Azidas aromaticas substituidas por nitro, quando expostas a luz visivel, sofrem reagdes
fotoquimicas de dimerizagéo, formando azo compostos (figura 21, pagina 42).”>" Para evitar
essas reagbes fotoquimicas de dimerizagdo azo, a sintese e o manuseio do 1-azido-4-

nitrobenzeno ocorreram ao abrigo da luz.

Figura 21: Dimerizacao fotoquimica do 1-azido-4-nitrobenzeno.
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Sintese de N-(prop-2-in-1-il)anilina (1)

O composto 1 foi obtido pela reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular entre a
anilina e o brometo de propargila, na presenca carbonato de potéssio anidro.

O mecanismo proposto para essa reacdo (Figura 25) tem inicio quando o par de elétrons
ndo ligante da anilina forma uma ligacdo com o carbono eletrofilico do brometo de propargila,
ao mesmo tempo em que ocorre a quebra da ligacdo carbono-halogénio. Posteriormente, o ion

carbonato atua como base retirando um proton do nitrogénio que sustenta a carga positiva.

L. w
K@\H;\S:Br )

M

Figura 25: Mecanismo proposto para a formagdo do composto (1).

Para a monoalquilacdo da anilina empregou-se uma adaptacao do procedimento descrito
por Marshall e colaboradores.5! Nesse procedimento, os autores recomendam que a reacio
seja interrompida ap6s 6 horas, a fim de se obter maior rendimento da anilina monoalquilada
desejada. Tempos mais longos de reagdo causam a geracao de anilina dialquilada indesejada.

A caracterizacdo do composto 1 foi feita por espectroscopia no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 26, pagina 45) observa-se uma banda
em 3287 cm* referente & deformacao axial da ligagdo C-H do alcino. A banda de deformagcéo
axial da ligacdo N-H do grupo amino foi observada em 3403 cm™.

No espectro de ressonancia magnética nuclear de *H (Figura 27, pagina 46) observa-se
um tripleto em 6 2,23 ({Ju7-us = 2,4 Hz), integrado para um hidrogénio, referente ao
hidrogénio H7 do alcino. O dupleto, integrado para dois hidrogénios, referente aos
hidrogénios metilénicos H5 é observado em 6 3,94 (*Jus-n7 = 2,4 Hz). Observa-se também, o
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simpleto em ¢ 3,89, integrado para um hidrogénio, referente ao hidrogénio do grupo amino.
Na regido aromatica, observam-se um dupleto (3J = 8,0 Hz) referente a H2, em 6 6,71, um
tripleto (3J = 8,0 Hz) referente a H4 em 6 6,82 e um multipleto entre § 7,22-7,27 referente aos
hidrogénios H3.

No espectro de ressonancia magnética nuclear de 3C, associado ao subespectro DEPT
135 (Figura 28, pégina46), observa-se um sinal de fase negativa em ¢ 33,7, referente ao
carbono metilénico C5. O grupo aromatico € evidenciado pelos sinais 6 146,6, 0 129,2, ¢
118,7 e ¢ 113,6 associados aos carbonos C1, C3, C4 e C2, respectivamente. Os sinais dos
carbonos referentes ao grupo alcino em ¢ 80,9 e ¢ 71,3, relacionam-se aos carbonos C6 e C7,

respectivamente.
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Figura 26: Espectro na regido do infravermelho do composto (1) (KBr).
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Sintese de 2-bromo-N-fenil-N-(prop-2-in-1-il)acetamida (2)

O composto 2 foi formado pela reacdo de adicdo-eliminacdo a carbonila entre o
composto 1 e o brometo de bromoacetila, na presenca de trietilamina e diclorometano seco.

O mecanismo proposto para essa reacdo (Figura 29) tem inicio quando o par de elétrons
ndo ligante do composto 1 forma uma ligagdo com o atomo de carbono carbonilico do
brometo de bromoacetila. Ao mesmo tempo em que isso ocorre, o par de elétrons da ligacdo ©
carbono-oxigénio se desloca para o atomo de oxigénio. Posteriormente, a ligagdo m €
restabelecida, ocorrendo a eliminagdo do ion brometo do carbono carbonilico. A molécula de

trietilamina retira o proton do atomo de nitrogénio.
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Figura 29: Mecanismo proposto para a formagdo do composto (2).

A caracterizacdo do composto 2 foi feita por espectroscopia no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear.

Comparando-se o espectro no infravermelho (Figura 30, pagina48) do composto 2 com
aquele obtido no composto 1, é possivel observar uma banda em 1668 cm™ referente ao
estiramento da ligacdo C=0 caracteristico de grupo amida. Esse valor ¢ inferior ao observado
nas bandas correspondentes aos estiramentos de ligacdes C=0 de cetonas alifaticas saturadas,
que ocorre entre 1725 a 1705 cm™. Isso se deve ao efeito de ressonancia envolvendo o par de
elétrons ndo-ligantes do nitrogénio, a ligagdo C=0 de amidas fica enfraquecida em relacéo a
ligacio C=0 de cetonas. N&o se observa também a banda de deformagcéo axial em 3403 cm

referente a ligacdo N-H do grupo amino.
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Analisando o espectro de ressonancia magnética nuclear de *H (Figura 31, pagina 49), é
possivel observar um simpleto em ¢ 3,58, integrado para dois hidrogénios, referente aos
hidrogénios metilénicos H9. Verifica-se ainda, uma mudanca nos sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos para maiores valores de deslocamento quimico em comparag¢édo com o
composto 1. Essa mudanca ocorre devido & menor disponibilidade do par de elétrons néo-
ligantes do nitrogénio ao anel aromatico no composto 2, deixando esses hidrogénios mais
desblindados.

Comparando-se 0 espectro de ressonancia magnética nuclear de *C (Figura 32, pagina
49) do composto 2 com aquele obtido no composto 1, é possivel observar o aparecimento de
um sinal em ¢ 165,9, referente ao carbono carbonilico C8 e outro sinal em ¢ 26,6, referente ao
carbono metilénico C9. Essas atribuicdes foram confirmadas no subespectro DEPT-135
(Figura 32, pagina 49). O sinal em ¢ 26,6 atribuido ao carbono metilénico C9, aparece com
fase negativa, enquanto desaparece o sinal em ¢ 165,9, atribuido ao carbono carbonilico C8.
Verifica-se também, um aumento no deslocamento quimico dos carbonos nas posicbes orto
(C2) e para (C4), devido a menor disponibilidade do par de elétrons ndo-ligantes do

nitrogénio ao anel aromatico.
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Figura 30: Espectro na regido do infravermelho do composto (2) (KBr).
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Sintese de N-fenil-N-(prop-2-in-1-il)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida (3)

O composto 3 foi formado pela reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular entre o
composto 2 e 0 1H-1,2,4-triazol, em acetona seca e carbonato de potassio anidro.

O mecanismo proposto para essa reacdo (Figura 33) tem inicio quando o par de elétrons
ndo ligante do 1H-1,2,4-triazol forma uma ligacdo com o carbono eletrofilico do composto 2,
ao mesmo tempo em que ocorre a quebra da ligacdo carbono halogénio. Posteriormente, o ion

carbonato retira o préton do anel triazélico.

©)

Figura 33: Mecanismo proposto para a formagdo do composto (3).

A caracterizacdo do composto3 foi feita por espectroscopia no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 34, pagina 51) observa-se uma banda
em 1508 cm™ referente & deformacio axial da ligagdo C=N do anel triazélico. Verifica-se
também, uma banda em 2120 cm, referente ao estiramento da ligagio C=C de alcino.

Comparando-se 0 espectro de ressonancia magnética nuclear de *H (Figura 35, pagina
52) do composto 3 com o espectro do composto 2, é possivel observar dois novos simpletos
em ¢ 8,15 e ¢ 7,83, referentes aos hidrogénios H10 e H11 do anel triazolico. Observa-se
também, um aumento no deslocamento quimico do sinal referente aos hidrogénios

metilénicos H9, de ¢ 3,58 para ¢ 4,66, quando comparado ao composto 2. Esse aumento é
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causado pela substituicdo do atomo de bromo pelo anel triazolico, que apresenta trés atomos
de nitrogénio, que sé&o mais eletronegativos.

No espectro de ressonancia magnética nuclear de *3C (Figura 36, pagina 52) observam-
se dois novos sinais em ¢ 151,5 e § 144,6, referentes aos carbonos C11 e C10, do anel
triazolico, respectivamente.

Foi evidenciada por CCD e CGMS a formagdo de um Unico produto, ndo necessitando

de uma purificacdo posterior. O rendimento da reacao foi quantitativo.
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Sintese de N-((1-(4-nitrofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)acetamida (4)

O composto 4 foi formado pela reacédo de cicloadi¢do 1,3-dipolar entre 0 composto 3 e 0
1-azido-4-nitrobenzeno, na presenca de Cu (I) gerado in situ.

A ordem de adicdo dos reagentes interferiu significativamente no tempo e no
rendimento da reacdo. Adicionando-se inicalmente os reagentes organicos e, em seguida, 0s
reagentes inorganicos, a reacdo ocorreu em trés dias e o rendimento foi de 40%, ndo sendo
satisfatorio. Assim, decidiu-se avaliar se a preparacdo prévia do Cu (1) poderia interferir no
tempo e no rendimento da reagéo.

Preparando-se inicialmente uma solucdo aquosa de sulfato de cobre pentaidratado e
ascorbato de sédio e, em seguida, adicionando-se 0s compostos organicos, a reacdo ocorreu
em 2 horas, com rendimento de 85%.

O baldo reagente foi envolvido com papel aluminio para evitar reacdes fotoquimicas
indesejadas da azida orgénica, ja que a mesma é fotossensivel, e ndo prejudicar o rendimento
da reacéo.

Durante a elaboragéo da reacdo, a mistura reagente foi lavada com solucédo de EDTA
(5% p/v) tamponada em pH 10 para remocdo de possivel cobre residual. O objetivo do
tampado € assegurar a desprotonacao dos grupos carboxilatos presentes no EDTA, aumentando
sua capacidade complexante, além de deslocar o Cu (I), eventualmente complexado ao
produto.

A proposta mecanistica atualmente aceita para reacdo foi desenvolvida, por Fokin e
colaboradores, a partir de estudos de marcagdo isotdpica e experimentos de espectrometria de
massas.’* O processotem inicio quando o Cu (1) forma um complexo com o alcino terminal, o
que reduz o pKa do hidrogénio, permitindo sua desprotonacdo em um sistema aquoso,
facilitando a formacédo do acetileto cobre (A) por ligagdo ¢ e a complexagdo de um segundo
ion Cu (1) por meio de ligagdo . Na etapa seguinte, o par de elétrons ndo-ligante do atomo de
nitrogénio da azida se coordena com o0 cobre e o par de elétrons 7 do alcino se liga ao
nitrogénio neutro da azida, enquanto um par de elétrons =n da ligagdo N=N é movido para 0
nitrogénio positivo. Em seguida, ocorre uma contracdo do anel pela formacéo da ligacao entre
o0 par de elétrons ndo ligante do nitrogénio ligado ao anel aroméatico com o orbital antiligante
do carbono formando o triazolila de cobre (B). Na UGltima etapa do mecanismo ocorre a

protonacdo do triazolila de cobre levando a formacéo do composto 4 (Figura 37, pagina 54).
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Figura 37: Mecanismo proposto para a formacdo do composto (4).

A caracterizacdo do composto 4 foi realizada por espectroscopia no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 38, pagina 55) observam-se as duas
bandas de deformagcéo axial de grupo -NO,. Observam-se ainda uma banda em 1344 cm?,
referente a deformacdo axial simétrica e outra banda em 1526 cm™, referente a deformacio
axial assimétrica. N&o foi verificada a banda em 2120 cm™, referente ao estiramento da
ligacdo C=C de alcino.

Comparando-se 0 espectro de ressonancia magnética nuclear de *H (Figura 39, pagina

56) do composto 4 com o espectro do composto 3, é possivel observar dois novos sinais
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dupletos em ¢ 8,44 (3J = 8,8 Hz) e 6 8,21 (°J = 8,8 Hz), referentes aos hidrogénios H14 e H13.
Observa-se também, um aumento no deslocamento quimico do sinal referente ao hidrogénio
H7, de ¢ 2,18 para ¢ 8,92. No composto 3, o hidrogénio H7 encontra-se disposto em um eixo
que coincide com 0 eixo magnético gerado pelos elétrons 7 circulantes da ligagdo tripla do
alcino. As linhas de forca geradas pelos elétrons em circulacdo agem de modo a blindar esse
hidrogénio. Com a formacdo do anel triazolico, o hidrogénio H7 passa ocupar uma posi¢éo
perpendicular em relacdo as linhas de forca induzidas pela corrente de anel, contribuindo para
grande desblindagem desse hidrogénio, justificando o aumento do deslocamento quimico.

No espectro de ressonancia magnética nuclear de 3C, associado ao subespestro DEPT-
135 (Figura 40, pagina 56), observam-se quatro novos sinais em ¢ 120,8, 6 125,9, 6 141,2 e
147,1, referentes aos carbonos C13, C14, C12 e C15, respectivamente. Como 0s carbonos
C15 e C12 nao estdo ligados diretamente a atomos hidrogénio, seus sinais ndo aparecem no
subespectro DEPT-135.
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Figura 38: Espectro na regido do infravermelhodo composto (4) (KBr).
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Sintese de N-((1-(4-aminofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-N-fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)acetamida (5)

O composto 5 foi obtidoa partir de uma reacdo de redugdo entre ocomposto 4 e
hidrazina, na presenca de Pd/C.

A hidrazina sofre decomposicao na superficie do paladio fornecendo hidrogénio para a
reacao dereducédo. O paladio atua como catalisador da reacdo, reduzindo a energia de ativacao
da mesma.

A caracterizacdo do composto 5 foi feita por espectroscopia no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 41) é possivel observar as bandas em
3352 cm™ e 3448 cm?, referentes a deformacéo axial simétrica e assimétrica da ligagdo N-H
do grupo NH.. Nio sdo verificadas as bandas em 1344 cm™ e 1526 cm™, referentes a
deformacéo axial simétrica e assimétrica do grupo NO».

Comparando-se 0 espectro de ressonancia magnética nuclear de *H do composto 5
(figura 42, pagina 58) com o espectro do composto 4 € possivel observar um novo sinal largo
em o 5,38, referente aos hidrogénios do grupo NH2. Observa-se também, um deslocamento do
sinal referente ao hidrogénio H14 de ¢ 8,44 para 6 7,90, devido a reducdo do grupo nitro para
grupo amino. O grupo amino, diferentemente do grupo nitro, € um bom doador de elétrons
para o anel aromatico, deixando o H14 mais blindado.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de *C (Figura 43, pagina 58) do composto

5 apresentou uma similaridade com o espectro de!3C do composto 4.
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Neste Trabalho, sera discutido a sintese e a caracterizagédo apenas do derivado triazélico

6 (Tabela 1). Os derivados 7-15 foram sintetizados e caracterizados de forma anéloga.
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Tabela 1: Estruturas dos derivados triazélicos 6-15.
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Sintese de

N-((1-(4-(((1E,2E)-3-(4-nitrofenil)alilideno)amino)fenil)-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metil)-N-fenil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida(6)

O composto 6 foi obtido pela reacdo de adicdo nucleofilica entre 0 composto 5 (amina
aromatica priméria) e o E-3-(4-nitrofenil)acrilaldeido, em um reator de micro-ondas.

O mecanismo proposto para essa reacdo (Figura 44) tem inicio quando a amina é
adicionada ao grupo carbonila do aldeido levando a formacgdo de um intermediario dipolar.
Em seguida, ocorre uma transferéncia intermolecular de préton do nitrogénio para o oxigénio

produzindo um aminodlcool. O aminoalcool perde uma molécula de &gua, formando o

composto 6.

NO,

N
oo
N = NH
N
/\NC:/ >/\/®/No2
HO
H,0
/=N ©
N

A caracterizacdo do composto 6 foi feita por espectroscopia no infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de *H, COSY, *C, DEPT-135, HSQC, HMBCe difracdo de

Figura 44: Mecanismo proposto para a formagdo do composto (6).

raios-X (DRXM).
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No espectro na regido do infravermelho (Figura 45, pagina 63) ndo séo verificadas as
bandas em 3352 cm™ e 3448 cm’, referentes a deformacio axial simétrica e assimétrica da
ligagdo N-H do grupo NH,. Observam-se também, as bandas em 1341 cm™ e 1509 cm?,
referentes a deformacéo axial simétrica e assimétrica da ligacdo N=0O do grupo NO..

No espectro de ressonincia magnética nuclear de *H (Figura 46, pagina 64) observam-
se cinco novos sinais referentes aos hidrogénios H16, H17, H18, H20 e H21. O sinal dupleto,
integrado para um hidrogénio, referente ao hidrogénio H16 do grupo imina é observado em o
8,53 (3Juien1r = 8,8 Hz). O dupleto duplo, integrado para um hidrogénio, referente ao
hidrogénio H17 é observado em § 7,38 (*Ju17-+16 = 8,4 Hz € 3Jn17-118 = 16,00 Hz). O dupleto,
integrado para um hidrogénio, referente ao hidrogénio H18 ¢é observado em 6 7,53 (*Juis-r17 =
16,0 Hz). Na regido aromatica, os sinais referentes aos hidrogénios H20 e H21 sdo observados
em 6 7,96 ((Jnzo-+21 = 8,4 Hz) e 8,26 (3Jnz1-H20 = 8,4 HZ), respectivamente. O deslocamento
quimico do hidrogénio H21 apresentou maior valor de frequéncia em comparagdo com o
hidrogénio H20. Isso se deve ao fato do hidrogénio H21 encontrar-se em uma posi¢do orto em
relacdo ao grupo nitro, que € um ambiente quimico mais desblindado.

No mapa de correlacbes COSY (Figura 47, pagina 64) observa-se a correlacdo entre o
dupleto duplo de H17 ((Jui7-n16 = 8,4 Hz) e o dupleto de H16 ((Jmi7-H16 = 8,4 Hz) em 6 7,38 e
5 8,52. Observa-se também, a correlagdo entre o dupleto duplo de H17 (®Jui7-r1s = 16,0 Hz) €
o dupleto do H18 (3Jwi7-1s = 16,0 Hz) em ¢ 7,38 e ¢ 7,53. Outra correlagdo entre 0 H20
(3Jn20-21 = 8,40 Hz) € 0 H21 (3Jm21-n20 = 8,40 Hz), € observada em 6 7,96 e § 8,26.

No espectro de ressonancia magnética nuclear de *3C (Figura 48, pagina 65) observam-
se sete novos sinais em ¢ 162,4, 0 132,1, ¢ 142,1, ¢ 1417, 6 128,6, 0124,0 e ¢ 1474,
referentes aos carbonos C16, C17, C18, C19, C20, C21 e C22, respectivamente. Os sinais
referentes aos carbonos C19 e C22 ndo foram observados no subespectro DEPT-135 (Figura
46, pagina 63), por ndo estarem ligados diretamente a atomos de hidrogénio. A confirmacéo
dessas atribuic¢des foi realizada por meio do mapa de correlagdes HMBC.

Apo0s a atribuicdo de todos os sinais dos hidrogénios, utilizou-se 0 mapa de correlagcdes
HSQC (Figuras 49 e 50, paginas 65 e 66) para atribuir os sinais referentes aos carbonos C17,
C18, C20 e C21, aos quais esses hidrogénios encontram-se ligados (acoplamento 1J). Dessa
forma, o dupleto de H16 apresenta uma correlagdo com o sinal em ¢ 162,5. O dupleto duplo
de H17 apresenta uma correlacdo com o sinal em ¢ 132,1. O dupleto do H18 apresenta
correlagdo com o sinal em ¢ 142,1. O dupleto do H20 apresenta correlagdo com o sinal em ¢

123,9 e, por ultimo, o sinal do H21 apresenta correlacdo com o sinal em 6 128,3.
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Os sinais dos carbonos C19 e C22 foram confirmados pelo mapa de correlagbes HMBC
(Figura 51, pégina 66). Como esses carbonos ndo estdo ligados diretamente a dtomos de
hidrogénio, obtém-se correlagdes indiretas com hidrogénios proximos (acoplamentos 2J e 3J).
O sinal do carbono C19 em § 141,7 apresenta correlacdo 3J com o hidrogénio H21 em § 8,26,
2] com o hidrogénio H20 em 6 7,97, 2J com o hidrogénio H18 em 6 7,53 e 3] com o
hidrogénio H17 em 6 7,38. O sinal do carbono C22 em § 145,4 apresenta correlacdo 3J com o
hidrogénio H20 em ¢ 7,97 e 2J com o hidrogénio H21 em ¢ 8,26.
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Figura 45: Espectro na regido do infravermelho do composto (6) (KBr).
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A estrutura do composto 6 foi confirmada por andlise de difracdo de raios X de
monocristal (Figura 52). Na analise de difracdo de raios X, o cristal foi selecionado e os
parametros de cela unitaria reduzida foram coletados (Tabela 2, pagina 68). Uma vez
determinada a cela unitaria reduzida, é conhecido o sistema cristalino. Posteriormente,
programa-se a coleta de dados das intensidades varrendo unicamente a parte assimétrica da
rede reciproca. Desse modo, a determinagdo da estrutura cristalina depende das informacdes
nessas intensidades observadas, apds os procedimentos de integracao e reducao dos dados. A
resolucdo e o refinamento das estruturas sdo feitos utilizando-se programas especificos citados
no procedimento. As dimensdes de cela unitaria foram determinadas usando 10554 reflexdes,
obtidas em um intervalo de 1,39°<0<25,242° sendo inteiramente refinadospelo método dos
minimos quadrados. As reflexdes foram medidas com intervalos de indices no intervalo de -9
<h<+9,-13 <k <+13, -18 <| < +18 e Omax = 98,7. Foi coletado um total de 10554 reflexdes
das quais 4747 sdo independentes por simetria e 1812 possuiam intensidades maiores que
duas vezes o seu desvio padrdo (I> 2o(1)). O composto cristaliza em um sistema triclinico de
grupo espacial P-1, tendo os parametros de rede a = 8,0870(16), b = 11,453(3), ¢ = 15,113(4)
e V = 1306,2A3. Para Z = 2, isto &, duas molécula por cela unitéria, o calculo da densidade

resultou em um valor de 1,357 g/cm®.
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Figura 52: Representacdo ORTEP-3 da unidade assimétrica cristalografica do composto 6. Atomos
ndo hidrogendides sdo representados pelos respectivos elipsdides a uma probabilidade de 30%.
Atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza da figura.
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A distancia da ligagdo simples entre C(10)-N(2) é de 1,417 A e da ligacdo dupla entre
C(9)-N(2) é de 1,254 A. Os angulos intramoleculares, com os respectivos desvios padrdo
entre parénteses, sdo de 121,3°(4) para C(9)-N(2)-C(10), 119° para N(2)-C(9)-H(9) e 119°
para N(2)-C(9)-C(8). Com esses valores de angulos de ligacdes, € possivel confirmar a

configuracdo (E) do grupo imina.

Composto (6)

Formula minima C2sH23N9O3
Massa da formula minima (g/mol) 533,65
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1
717 2/1
Temperatura (K)/A (A) 298(2)/ 0.71073
Dimensdes da cela unitaria a(A) 8.0870(16)

b (A) 11.453(3)

c(A) 15.113(4)

a (°) 97.210(17)

B (°) 99.509(15)

v (°) 105.873(16)
Volume da cela unitéria (A%) 1306.2(5)
Densidade calculada (g/cm?®) 1,357
Coeficiente de absor¢io p (mm™) 0,093
Intervalo em 6(°) 1,39 — 25,242
Intervalo dos indices h -9a9

k -13a13

I -18a18
Reflexdes coletadas 10554
Reflexbes independentes 4747
indice de simetria (Rin) 0,0538
Completeza até 0 max(%) 98,7
Fooo 556
Parametros refinados 361
Qualidade do ajuste sobre F? 0,931
indice residual para I>24(1) R1 =0,0700
indice residual para todos os dados WR2 = 0,2676
Apmax / Apmin (e/A%) 0,247 /0,290

Tabela 2: Constantes de cela e determinag&o estrutural por DRXM do composto (6).



4.2-Ensaios bioldgicos

4.2.1-Atividade anti-T. cruzi

Determinacdo de atividade antiparasitaria e ensaios de citotoxidade
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O ensaio de viabilidade celular permite verificar os compostos que possuem efeitos na

proliferacdo ou efeitos toxicos que podem levar essas células & morte.”® Para determinar a

viabilidade celular de T. cruzi quando submetido ao tratamento com os compostos 3-15, foi

realizado o ensaio de reducdo MTT. Esse método mede a atividade mitocondrial das células

viaveis em converterem o reagente MTT em formazan, de coloragdo roxa. As células mortas

ndo sdo capazes de metabolizar o MTT. Dessa forma, a coloracdo roxa é quantificada por

colorimetria, permitindo a determinacéo da viabilidade celular.

Como parametro final de avaliagcdo, determina-se a concentracdo da substancia-teste

capaz de inibir 50% do crescimento celular.

Na tabela 3 sdo apresentados os valores de % de inibicdo de crescimento de T. cruzi

frente aos compostos 3-15, nas concentracdes de 50 UM e 100 uM.

Trypanosoma cruzi (epimastigotas) EC50+/-S.D. (uM)
100 uM 50 uM
Composto
3 * *
4 X (18,4%inibicdo) *
5 * *
6 X (38,3% inibicéo) X (39,5% inibicao)
7 * *
8 X (26,3% inibicéo) X (15,1% inibicéo)
9 * *
10 X (38,5% inibicéo) X (:35,3% inibicéo)
11 * *
12 * *
13 * *
14 X (20,3%inibicdo) *
15 X (16,4%inibicéo) *

Tabela 3: Viabilidade celular do T. cruzi frente aos compostos 3-15. * = Sem efeito.

Todos os compostos apresentaram inibicao inferior a 50%. O composto 6 teve o melhor

resultado, apresentando inibicdo de 39,5% na concentragdo de 50 pM.
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Surpreendentemente, o composto que apresenta o anel nitrofurano, mostrou-se inativo
contra as cepas Y do protozoéario T. cruzi. J4 0 composto que apresenta apenas o anel furano,

apresentou atividade inibindo 38,5% do crescimento do parasita na concentracdo de 100 uM.

4.2.2-Atividade antifungica
4.2.2.1-Determinacdo da concentracdo CIM e CFM

A concentracdo inibitéria minima (CIM) € a menor concentragdo de um agente
antifangico capaz de inibir 100% do crescimento do organismo visualmente detectado, em
relagdo ao controle livre de farmacos (CLSI, 2008).”° Ap6s a leitura da CIM, determinou-se a
concentracdo fungicida minima (CFM). Foram retirados 10 pL dos pogos nos quais ndo houve
crescimento visual, dispensados em meio Agar Sabourond Dextrose e incubados a 37 °C.
Dessa forma, havendo crescimento ap6s o periodo de incubacdo, o efeito do agente é
fungistatico, caso contrario, o efeito é fungicida. A CFM € a menor concentracdo do agente
antifungico em que nao foi observado crescimento ap6s o periodo de incubac&o.

Valores CIM de referéncia para Cryptococcus spp, Candida e Aspergillus conforme o
antifangico (CLSI, 2008)%3:

e Anfotericina-B = 0,5-1,0 pg/mL ou 0,00054-0,001mM;
e Fluconazol <8 pg/mL ou <0,026 mM,;
e Fluorocitosina <4 pg/mL ou < 0,030 mM;

e [Itraconazol < 0,125 png/mL ou < 0,00017 mM.
Valores CIM de referéncia para Microsporum e Trichophyton conforme antifingico:

e Anfotericina-B = 0,5-2,0 pg/mL ou 0,00054-0,0021mM;
e Cetoconazol =0,0313-16 pg/mL ou 0,000058-0,030 mM;
e |traconazol = 0,0313-16 pg/mL ou 0,000042-0,0226 mM.

A concentragdo inibitoria minima (CIM) e a concentra¢do fungicida minima (CFM)
para linhagens de Cryptococcus spp, Candiada spp, Microsporum gypseum, Aspergillus
fumigatus e Thichophyton rubrum frente aos compostos 3-15 foi determinada. Somente os
compostos 6, 7 e 9 apresentaram atividade na faixa de concentragdo testada. O resultado é

apresentado na tabela 4, pagina 71.
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MIC pg/ml (mM) CFM pg/ml (mM)
Linhagem 9 6 7 9 6 7
Cryptococcus
32 (0,064) 64 (0,120) >128 32 (0,064) 64 (0,120)
neoformans (H99)
C. gattii (L27) 64 (0,128) 64 (0,120) >128 64 (0,128) 64 (0,120)
C. gattii (R265) 64 (0,128) | 128 (0,240) >128 64 (0,128) 128 (0,240)
Candida albicans | 128 (0,256) | 128 (0,240) >128 128 (0,256) | 128 (0,240)
Candida krusei 128 (0,256) | 128 (0,240) >128 128 (0,256) | 128 (0,240)
Candida glabrata | 64 (0,128) | 128 (0,240) >128 128 (0,256) | 128 (0,240)
Microsporum
64 (0,128) 32 (0,060) 128 (0,262) 128 (0,256) 32 (0,060) 128 (0,262)
gypseum
Aspergillus
) 128 (0,256) | 128(0,240) | 128(0,262) | 128(0,256) | 128(0,240) | 128(0,262)
fumigatus
Trichophyton
b 64 (0,128) 32 (0,060) 64 (0,131) 64 (0,128) 64 (0,120) 64 (0,131)
rubrum

Tabela 4: Concentracdo inibitoria minima (MIC) e Concentracdo fungicida minima (CFM) para
linhagens de Cryptococcus spp, Candida spp, Microsporum gypseum, Aspergillus fumigatus e
Trichophyton rubrum frente ao composto 6, 7 e 9.

Apesar dos compostos 6, 7 e 9 apresentarem atividade antiflngica, os valores da
concentracdo inibitéria (CIM) sdo superiores aos normalmente encontrados para 0S
antifangicos classicamente utilizados.

O composto 6 apresentou maior atividade frenteaos dermato6fitos Microsporum gypseum
e Trichophyton rubrum. ACIM frente ao Microsporum gypseum ¢é igual a 32 ug/mL e a CFM
igual a 32 pg/mL. A CIM frente ao Trichophyton rubrum € igual a 32 pg/mL e a CFM igual a
64 pg/mL. A CFM do composto 6 frente ao Microsporum gypseum apresentou 0 mesmo valor
da CIM, indicando um efeito fungicida na concentracdo de 32 pg/mL. A CFM do composto 6
frente ao Trichophyton rubrum foi maior que a CIM, indicando um efeito fungistatico na
concentragdo de 32 pg/mL.

O composto 9 apresentou maior atividade frente ao Cryptococcus neoformans (H99),
com a CIM igual a 32 ug/mL e a CFM igual a 32 pg/mL.

O composto 7 apresentou maior atividade frente ao Trichophyton rubrum, coma CIM
igual a 64 pg/mL e a CFM igual a 64 pug/mL.

Comparando a atividade do composto 6 com 0 composto 7 e a atividade do composto 9
com o composto 10, observa-se que os analogos nitrados apresentam melhores resultados

frente as linhagens testadas.
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Os fungos e os tripanossomideos apresentam diferentes estruturas nas isoformas da
CYP51.52 Dependendo da natureza e do tamanho do substituinte ligado ao sitio farmacoférico
do azol, o efeito de inibicdo pode variar por causa das interacdes com a parte protéica da
CYP51.8 Neste contexto, € provavel que os analogos nitrados apresentam melhores interacdes
com a cavidade protéica da CYP51. Uma hipdtese a ser levantada, é a atuacdo desses
nitrocompostos em outro alvo na célula atuando de forma sinérgica.

Favero e colaboradores relataram a atividade antiparasitaria e tripanocida de derivados
nitrofurnicos e nitrobenzénicos.”® A atividade biologica desses nitrocompostos esta
relacionada com o processo de biorreducdo enzimatica do grupo nitro, gerando radicais livres,
causando danos a célula pelo estresse oxidativo.”™

A formacdo intracelular de radicais oxidativos promove a peroxidacdo lipidica nas
membranas celulares, resultando em danos as células e induzindo o aumento da atividade do
sistema antioxidante. A degradagdo oxidativa dos lipideos ocorre principalmente em éacidos
graxos poliinsaturados, por serem bons doadores de elétrons aos radicais livres.

Neste contexto, para confirmar a participacdo do mecanismo de biorreducdo do grupo
nitro dos compostos 6 e 9, é necessario realizar alguns testes para quantificar a formacao de
espécies radicalares usando alguns parametros especificos. Dentre os parametros usados,
destaca-se a quantificacdo de ergosterol, ensaios de peroxidacdo lipidica e a quantificacdo da

atividade enzimatica do sistema antioxidante.’
4.2.2.2-Avaliacdo da suscetibilidade in vitro aos antifungicos em combinacao

Um método de microdiluicao de “tabuleiro de xadrez”, que fornece uma matriz de todas
as combinacgdes possiveis dos antifingicos na faixa de concentracdo necessaria, foi usado para
testar a suscetibilidade de linhagens de Cryptococcus spp, Candida spp, Microsporum
gypseum, Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum frente ao composto 6, 7 e 9 em
combinagdo com fluconazol, itraconazol e anfotericina.

A interacdo entre os compostos foi avaliada quantitativamente por meio da
determinacédo do indice de concentracdo inibitéria fracionada (CIF), baseando-se na seguinte
formula:

CIF = [CIMa em combinagdo/CIMa sozinha] + [CIMg em combina¢do/CIMg sozinha]
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A interagdo entre os compostos foi classificada como sinergismo se CIF < 0,5, indiferente se 0,5 < CIF < 4 e antagonismo se CIF > 4. O

resultado é apresentado nas tabelas 5, 6 e 7.

MIC pg/mL (mM) MIC pg/mL (mM)

Linhagem 9 ANFO Média CIF  Interacdo 9 FLUCO Média CIF Interacdo
Cryptococcus neoformans (H99) 32 (0,064) 0,25 (0,0002) 0,60 IND 32 (0,064) 4(0,013) 1,79 IND
C. gattii (L27) 32(0,064) 0,25 (0,0002) 1,164 IND 32(0,064)  4(0,013) 2,19 IND
C. gattii (R265) 32(0,064) 0,25 (0,0002) 1,16 IND 32 (0,064) 4 (0,013) 419 ANT
Candida albicans 128 (0,256) 0,25 (0,0002) 1,16 IND 128 2 (00065) 0,99 IND
Candida krusei 128 (0,256) 1 (0,0008) 1,03 IND 128 4 (0,013) 0,91 IND
Candida glabrata 128 (0,256) 1 (0,0008) 0,87 IND 64 2 (0,0065) 1,16 IND

9 ANFO Média CIF  Interacdo 9 ITRA Média CIF Interacdo
Microsporum gypseum 64 (0,128) 1 (0,0008) 0,99 IND 64(0,128) 1 (0,0014) 0,99 IND
Aspergillus fumigatus 64 (0,128) 0,5 (0,0004) 2,14 IND 64(0,128) 0,5 (0,0007) 1,10 IND
Trichophyton rubrum 64 (0,128) 1 (0,0008) 1,16 IND 64(0,128) 1(0,0014) 0,62 IND

Tabela 5: Concentracdo inibitéria minima (MIC) e Concentracdo inibitoria fracionaria (CIF) para linhagens de Cryptococcus spp., Candida
Microsporum gypseum, Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum frente a interagdo de anfotericina, fluconazol e itraconazol com o composto 9.

Spp.,
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MIC pg/ml (mM) MIC pg/ml (mM)

Linhagem 6 ANFO Média CIF  Interacdo 6 FLUCO Média CIF Interagéo
Cryptococcus neoformans (H99) 64 (0,120) 0,25 (0,0002) 1,49 IND 32 (0,060) 4 (0,013) 4,23 ANT
C. gattii (L27) 64 (0,120) 0,25 (0,0002) 1,42 IND 32 (0,060) 4 (0,013) 4,23 ANT
C. gattii (R265) 128 (0,240) 0,25 (0,0002) 1,16 IND 32 (0,060) 4 (0,013) 6,23 ANT
Candida albicans 128 (0,240) 0,12 (0,0001) 2,06 IND 128 (0,240) 2 (0,0065) 1,42 IND
Candida krusei 128 (0,240) 0,25 (0,0002) 1,99 IND 128 (0,240) 4 (0,013) 1,07 IND
Candida glabrata 128 (0,240) 0,25 (0,0002) 1,07 IND  128(0,240) 2 (0,0065) 1,57 IND

6 ANFO Média CIF  Interagdo 6 ITRA Média CIF Interacdo
Microsporum gypseum 32 (0,060) 0,25 (0,0002) 1,08 IND 32 (0,060) 1(0,0014) 0,99 IND
Aspergillus fumigatus 64 (0,120) 0,25 (0,0002) 2,32 IND 64 (0,120) 1(0,0014) 0,54 IND
Trichophyton rubrum 32 (0,060) 0,25 (0,0002) 1,19 IND 32 (0,060) 1(0,0014) 0,89 IND

Tabela 6: Concentragdo inibitéria minima (MIC) e Concentracdo inibitoria fracionaria (CIF) para linhagens de Cryptococcus spp., Candida spp.,

Microsporum gypseum, Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum frente a interagéo de anfotericina, fluconazol e itraconazol com o composto 6.

MIC pg/ml (mM) MIC pg/ml (mM)
Linhagem 7 ANFO Média CIF  Interacdo 7 ITRA Média CIF Interacdo
Microsporumgypseum 128 (0,240) 0,5 (0,0004) 0,99 IND 128 (0,240) 1 (0,0014) 1,48 IND
Aspergillusfumigatus 128 (0,240) 0,25 (0,0002) 1,99 IND 128 (0,240) 1 (0,0014) 0,58 IND
Trichophytonrubrum 64 (0,120) 0,25 (0,0002) 1,19 IND 64 (0,120) 1 (0,0014) 1,09 IND

Tabela 7: Concentracgdo inibitoria minima (MIC) e Concentragdo inibitoria fracionaria (CIF) para linhagens de Microsporum gypseum, Aspergillus fumigatus
e Trichophyton rubrum frente a interacdo de anfotericina e itraconazol com o composto 7.



73

Os compostos 6 e 9 apresentaram resultado de antagonismo para as linhagens de
Cryptococcus spp., quando combinados com fluconazol. O composto 6 apresentou resultado
de antagonismo para a linhagem de Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gatti (L27) e
Cryptococcus gatti (R265). Ja o composto 9, apresentou resultado de antagonismo apenas
para a linhagem de Cryptococcus gatti (R265).

Todas as demais linhagens apresentaram resultado indiferente quando os compostos 6, 7
e 9 foram combinados com fluconazol, itraconazol e anfotericina.

O resultado de antagonismo da combinacdo dos compostos 6 e 9 com fluconazol, pode
ser um indicativo que esses compostos possuem 0 mesmo mecanismo de acdo dos azéis,
competindo pelo sitio ativo da CYP51. O mesmo ndo foi observado na combinacdo dos

compostos 6 e 9 com a anfotericina, que apresenta mecanismo de acéo diferente.

5-CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foram sintetizados dez novos derivados triazélicos com bons
rendimentos. A sintese foi realizada em seis etapas, com rendimento global variando entre
44.,8% e 55,7%.

A caracterizacdo dos derivados triazolicos foi realizada por espectroscopia na regido do
infravermelho, difracdo de raios-X por monocristal e ressonancia magnética nuclear de 'H e
13C.

A atividade tripanocida dos derivados triazolicos 6-15 foi testada pelo ensaio de
viabilidade celular nas concentragcdes de 50 e 100 pM. Todos 0s compostos apresentaram
inibicdo inferior a 50%, sendo que o composto 6 teve o melhor resultado, apresentando
inibicdo de 39,5% na concentracdo de 50 uM.

A atividade antifingica dos derivados triazdlicos 6-15 foi testada para linhagens de
Cryptococcus spp., Candida spp., Microsporum gypseum, Aspergillus fumigatus e
Trichophyton rubrum. Somente 0os compostos 6, 7 e 9 apresentaram atividade na faixa de
concentracdo entre 4 a 128 pg/mL. O composto 6 apresentou maior atividade frente aos
dermatofitos Microsporum gypseum (CIM = 32 pg/mL) e Trichophyton rubrum (CIM = 32
pg/mL). O composto 7 foi mais ativo frente ao Trichophyton rubrum (CIM =64 pg/mL), jao
composto 9 foi mais ativo frente ao Cryptococcus neoformans (H99) (CIM = 32 ug/mL).

A suscetibilidade para linhagens de Cryptococcus spp., Candida spp., Microsporum
gypseum, Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum frente aos derivados triazolicos 6, 7 e

9 em combinagéo com fluconazol, itraconazol e anfotericina foi testada. Os compostos 6 e 9
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apresentaram antagonismo para as linhagens de Cryptococcus spp., quando combinados com
fluconazol. Esse antagonismo pode indicar uma competicdo entre esses derivados e o
fluconazol pelo sitio ativo da enzima CYP51.

Apesar dos compostos 6, 7 e 9 apresentarem atividade antiflngica, os valores CIM séo
superiores aos normalmente encontrados para os agentes antifingicos de referéncia.

Como perspectiva para esse trabalho, pretende-se realizar alguns testes para avaliar
possiveis vias de acdo dos compostos (analise de inducéo de espécies reativas de oxigénio e
perdxido nitrito), avaliar a toxicidade em macrofogos de medula e avaliar o tratamento em
modelo murino de dermatofitose.

Pretende-se ainda, realizar algumas modificagdes estruturais dos compostos 6, 7 e 9
utilizando a ferramenta de bioisosterismo. Uma modificacdo que estd em andamento, € a
substituicdo da anilina na primeira etapa da rota pelo 2,4-difluoroanilina. Com essa
modificacdo, espera-se aumentar a atividade dos derivados triazolicos, além de evitar uma

possivel hidroxilagcdo aromatica, aumentando o tempo de meia vida dos compostos.
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ANEXQOS



Espectros no infravermelho dos compostos 7-15
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Figura Al: Espectro na regido do infravermelho do composto (7) (KBr).
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Figura A2: Espectro na regido do infravermelho do composto (8) (KBr).
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Figura A3: Espectro na regido do infravermelho do composto (9) (KBr).
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Figura A4: Espectro na regido do infravermelho do composto (10) (KBr).
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TABELAS E FIGURAS ORTEP-3 DE DIFRACAO DE RAIOS X

Figura A52: Unidade assimétrica cristalografica do composto 6. Atomos ndo hidrogendides s&o
representados pelos respectivos elipsoides a uma probabilidade de 30%. Atomos de hidrogénio séo
mostrados como esferas de raio arbitrario.

Figura A53: Unidade assimétrica cristalografica do composto 15. Atomos ndo hidrogendides sdo
representados pelos respectivos elipsoides a uma probabilidade de 30%. Atomos de hidrogénio sdo
mostrados como esferas de raio arbitrario.



A4l

Figura A54: Unidade assimétrica cristalografica do composto 4. Atomos ndo hidrogendides s&o
representados pelos respectivos elipsoides a uma probabilidade de 30%. Atomos de hidrogénio sdo
mostrados como esferas de raio arbitrario.
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6 15 4

Férmula minima Ca2sH23NoO3 C27H22NgOs Ci19H16NsO3
Massa da formula minima (g/mol) 533.55 506.53 404.40
Sistema cristalino triclinico triclinico ortorrdmbico
Grupo espacial P-1 P-1 Pbca
/7’ 2/1 2/1 8/1
Temperatura (K)/ & (A) 298(2)/ 0.71073 298(2)/ 1.54178 298(2)/ 0.71073
Dimensdes da cela a(A) 8.0870(16) 5.543(4) 17.530(4)
unitaria b (A) 11.453(3) 10.983(5) 9.367(2)

c(A) 15.113(4) 21.348(11) 23.738(5)

a(®) 97.210(17) 103.90(4) 90

£ 99.509(15) 92.06(4) 90

7(°) 105.873(16) 104.11(5) 90
Volume da cela unitéria (A3) 1306.2(5) 1217.3(13) 3897.6(15)
Densidade calculada (g/cm?) 1,357 1,382 1,378
Coeficiente de absor¢do p (mm™) 0,093 0,778 0,099
Intervalo em &°) 1,39 — 25,242 2,143 - 69,208 1,71 - 25,00
Intervalo dos indices h -9a9 -5a6 -18a 20

k -13a13 -12a12 -10a11

| -18a18 -25a25 -28 a 26
Reflexdes coletadas 10554 5153 16906
Reflexdes independentes 4747 3584 3430
indice de simetria (Rin) 0,0538 0,0400 0,1013
Completeza atéOmax(%) 98,7 88,7 99,8
Fooo 556 528 1680
Pardmetros refinados 361 344 271
Qualidade do ajuste sobre F2 0,931 2,425 1,019
indice residual para 1>2a(1) R1=0,0700 R1=0,1959 R1=0,0549
indice residual para todos os dados WR2 =0,2676 wR2 = 0,6098 wWR2 =0,1712
Apmax | Apmin (€/1A%) 0,247 /-0,290 0,556 /-0,579 0,197 /-0,249

Tabela Al: Constantes de cela e determinagéo estrutural por DRXM dos compostos 4, 6 e 15.



