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RESUMO

GAZOLLA, Poliana Aparecida Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2020. Sintese e avaliagdo das atividades leishmanicida, citotdxica,
fungicida e inseticida de derivados da vanilina contendo o nucleo 1,2,3-
triazolico e obtencdo de novos derivados 1,2,3-triaz6licos do eugenol.
Orientador: Robson Ricardo Teixeira. Coorientador: Adilson Vidal Costa.

Vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) e eugenol (4-alil-2-metoxifenol) sdo duas
substancias fendlicas naturais, que possuem atrativas atividades biologicas e que
podem ser utilizadas como material de partida para a obtengcéo de novos derivados
potencialmente bioativos. Os compostos triazélicos constituem uma classe de
substancias que apresentam um amplo espectro de bioatividades e que vém
atraindo a atencdo de varios grupos de pesquisa. O presente trabalho teve por
objetivo sintetizar uma série de derivados da vanilina e do eugenol contendo o
nacleo 1,2,3-triazolico e avaliar bioatividades dos primeiros. Para a sintese de vinte e
dois derivados da vanilina, foram empregadas reacdes Sy2 e a reacdo de
cicloadicao catalisada por Cu(l) (reacao “click”) entre diferentes azidas benzilicas e
os alquinos terminais 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido (2) e 3-metoxi-4-
(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido (3). A reagao “click” correspondeu a etapa chave
envolvida na preparacdo dos derivados da vanilina e nesta etapa os compostos
foram obtidos com rendimentos variando de 60% a 91%. Os compostos sintetizados
foram caracterizados via espectroscopia de IV, RMN de 'H e de *3C e por
espectrometria de massas de alta resolugcdo. Uma vez sintetizados, estes derivados
foram submetidos a testes de avaliacdo de suas atividades leishmanicida, citotéxica,
fungicida e inseticida. A avaliacdo da atividade leishmanicida dos derivados
triazolicos da vanilina contra Leishmania amazonensis mostrou que o composto 3-
metoxi-4-(3-(1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)benzaldeido (7b) foi o mais
ativo, apresentando valores de ICs, iguais a 1,1 e 4,2 pmol L™ contra as formas
promastigotas e amastigotas, respectivamente. Considerando exemplos descritos na
literatura sobre efeitos citotoxicos da vanilina contra diferentes linhagens de células
cancerigenas, realizou-se também uma avaliacdo da atividade citotoxica desses
compostos contra as linhagens celulares B16F10 (melanoma metastatico murino),
Jurkat (leucemia linfoblastica aguda) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama).
De modo geral, os resultados obtidos mostraram que os derivados triazolicos da

vanilina avaliados apresentaram pouca eficacia em inibir a viabilidade da linhagem



celular MDA-MB-231. No entanto, os compostos 4-((1-(4-isopropilbenzil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido (6a), 4-((1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido (6e), 4-((1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetoxi)-3-metoxibenzaldeido (6f) e 3-metoxi-4-((1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-
1,2,3-triazol-4-il)metoxi)benzaldeido (6j) foram ativos em termos de reducdo da
viabilidade celular da linhagem B16F10, apresentando valores moderados de
citotoxicidade. Dentre os derivados mencionados, o mais promissor foi o 4-((1-(4-
iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido (6e) que reduziu a
viabilidade celular da linhagem B16F10 em aproximadamente 70% na concentracao
de 100 pmol L. Considerando a linhagem celular Jurkat, os compostos 3-metoxi-4-
((1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)benzaldeido (6j), 4-(3-(1-(4-
iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-metoxibenzaldeido (7e) e 3-metoxi-4-(3-
(1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)benzaldeido (73)
apresentaram inibicdo da viabilidade celular entre 40%-65%. Com relagdo a
atividade fungicida, os compostos avaliados contra diferentes espécies de fungos
apresentaram atividade inferior aos farmacos comerciais (itraconazol e anfotericina
B) usados como controle positivo nos ensaios de avaliacdo da atividade fungicida.
Porém foi possivel observar que alguns derivados triazélicos apresentaram melhor
eficdcia do que a vanilina. Os derivados da vanilina também foram avaliados contra
a espécie de inseto Drosophila suzukii. No entanto, os compostos apresentaram
baixa eficacia contra esta espécie (0s compostos mais ativos apresentaram
porcentagem de mortalidade em torno de 5%). Na presente investigacdo, também
foi desenvolvida uma nova rota sintética para a preparacdo de novos derivados
triazolicos do eugenol. Neste caso, reacfes de epoxidacao, de abertura de anel de
epoxido e a reacado “click” foram usadas para a obtencdo de dezesseis novos
derivados do eugenol. Mais uma vez, a etapa chave envolvida na sintese dos
derivados do eugenol foi a reacéo “click” entre a azida (x) 4-(3-azido-2-hidroxipropil)-
2-metoxifenol (9) e diferentes alquinos terminais, sendo as substancias obtidas nesta
etapa com rendimentos variando de 68% a 89%. Esta rota sintética podera ser
utilizada para a obtencdo de um numero maior de derivados do eugenol e avaliagédo
de suas bioatividades. Assim, na presente investigacdo demonstrou-se a viabilidade
de utilizacdo da vanilina e do eugenol para a obtencdo de novas substancias
triazdlicas e que no caso da vanilina foram exploradas com respeito a quatro

bioatividades.
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ABSTRACT

GAZOLLA, Poliana Aparecida Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2020. Synthesis and evaluation of the leishmanicide, cytotoxic,
fungicide, and insecticide activity of vanilin derivatives with 1,2,3-triazolic
fragments and preparation of new 1,2,3-triazolic eugenol derivatives. Adviser:
Robson Ricardo Teixeira. Co-adviser: Adilson Vidal Costa.

Vanillin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) and eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol)
are phenolic natural compounds that present attractive biological activities and can
be used as starting materials for the preparation of potentially bioactive compounds.
The triazoles are another class of compounds that presents several biological
activities and that has attracted the attention of several research groups. The present
investigation aimed to prepare a series of vanillin and eugenol derivatives bearing
1,2,3-triazolic portions. The vanillin derivatives had their bioactivities evaluated. The
synthesis of twenty-two vanillin derivatives was achieved using Sy2 and copper(l)
catalyzed dipolar cycloaddition (click reaction) reactions. The click reaction between
different  benzylic azides and the alkynes 3-methoxy-4-(prop-2-yn-1-
yloxy)benzaldehyde (2) and 3-methoxy-4-(prop-2-yn-1-yloxy)benzaldehyde (3) was
the crucial step involved in the preparation of vanillin derivatives. Considering the
cycloaddition step, the derivatives were obtained within the 60% -91% range. The
compounds were fully characterized by IR and NMR (*H and *3C) spectroscopies as
well as high-resolution mass spectrometry. The leishmanicidal evaluation of vanillin
triazolic derivatives against Leishmania amazonensis revealed that the most active
compound corresponded to 3-methoxy-4-((1-(4-nitrobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzaldehyde (7b), which presented ICso equal to 1.1 umol L™ and 4.2
umol L™, respectively, on promastigote and amastigote forms. Considering the
previous reports on the cytotoxic activity of vanillin against different cell lines, the
cytotoxicity of the vanillin derivatives was assessed on B16F10 (murine melanoma),
Jurkat (human T-cell leukemia), and MDA-MB-231 (metastatic breast cancer) cell
lines. As a general trend, the vanillin triazolic derivatives presented low efficacy in
reducing MDA-MB-231 cell viability. On the contrary, the compounds 4-((1-(4-
isopropylbenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)-3-methoxybenzaldehyde (6a), 4-((1-
(4-iodobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)-3-methoxybenzaldehyde (6e), 4-((1-(4-
bromobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)-3-methoxybenzaldehyde (6f), and 4-((1-
(4-trifluoromethoxybenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)-3-methoxybenzaldehyde



(6j) presented moderate activity on B16F10 cell line, being 6e the most active
reducing 70% of cell viability at 100 pmol L™. Regarding Jurkat cell line, the
substances 4-((1-(4-trifluoromethoxybenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)-3-
methoxybenzaldehyde (6)), 4-((1-(4-iodobenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)propoxy)benzaldehyde (7e) e 4-((1-(4-trifluoromethoxybenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)propoxy)benzaldehyde (7j) were the most efficient ones reducing cell viability
within the 40%-65% range at 100 umol L™. The fungicide activity evaluation of
vanillin derivatives against different fungus species showed that they are less
effective than the commercial fungicides itraconazole and amphotericin B. However,
some of the derivatives present superior activity than vanillin. When evaluated
against the insect species Drosophilla suzukii, it was found that the derivatives
presented very low efficiency against it (the most active compounds displayed
mortality around 5% in the biological assays). In the present investigation, a synthetic
route to prepare new 1,2,3-triazolic compounds from eugenol was also developed. In
this case, epoxidation, epoxide ring-opening, and click reaction were the
transformations utilized for the synthesis of sixteen new eugenol derivatives. Once
again, the click reaction between the azide (z)-4-(3-azido-2-hydroxypropyl)-2-
methoxyphenol (9) and different alkynes was the fundamental step in the synthetic
route. For this step, the compounds were obtained with yields ranging from 68% to
89%. This synthetic pathway can be used for the preparation of a higher number of
eugenol derivatives and these, in turn, can be subsequently evaluated for their
bioactivities. Thus, the present work demonstrated the viability of using vanillin and
eugenol for the synthesis of new compounds. In the case of vanillin, the compounds

were explored concerning their biological activities.

Keywords: Vanillin. Eugenol. 1,2,3-triazole. Leishmanicide. Cytotoxicity. Fungicide.
Insecticide.
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CAPITULO 1

APRESENTACAO

1.1. PRODUTOS NATURAIS NA DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS

A utilizacdo de plantas como fonte de substancias biologicamente ativas
ocorre desde os primordios da histéria da humanidade. Estas substancias
apresentam grande importancia no tratamento e cura de diversas doengas e sao
responsaveis pelo desenvolvimento da subarea mais antiga da Quimica Organica,
a Quimica de Produtos Naturais (VEIGA JR, 2008, PEREIRA e CARDOSO,
2012).

Os estudos cientificos sobre plantas medicinais ocorreram a partir do
século XIX, quando foram descritos 0s primeiros relatos a respeito do isolamento
de diversos metabdlitos secundarios (MONTANARI e BOLZANI, 2001; LIMA,
2016). Desde entédo, a descoberta de novos produtos naturais bioativos, com
caracteristicas fisico-quimicas e grupos farmacoféricos para o desenvolvimento
de novos farmacos, tém despertado grande interesse dos pesquisadores
(SUKURU et al., 2009; NEWMAN e CRAGG, 2016).

Diversas substancias naturais ja fundamentaram estudos de relacdo
estrutura-atividade, inspiraram o desenvolvimento da sintese organica e a criacao
da industria farmacéutica (VIEGAS JR et al., 2006). No entanto, ainda estima-se
que cerca de 80% dos quase 160.000 compostos catalogados no Dictionary of
Natural Products tém caracteristicas promissoras para se tornarem potenciais
modelos de novos farmacos (BERLINCK et al., 2017).

A importancia dos produtos naturais na sociedade moderna é indiscutivel e
pode ser atestada, por exemplo, diante da variedade de farmacos disponiveis no
mercado obtido a partir de produtos naturais. Entre os varios exemplos de
substancias oriundas de plantas e que apresentam importancia farmacolégica
pode-se destacar a quinina, morfina, atropina, o taxol e a salicina (Figura 1.1, p.
22).
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Figura 1.1. Estruturas de substancias naturais empregadas como farmacos.

Encontrada em 1820 em espécies vegetais do género Cinchona, a quinina
foi utilizada por quase trezentos anos como o Unico principio ativo contra a
malaria. Essa substancia também € conhecida por apresentar atividade
antitérmica e analgésica e por inspirar a origem de outros antimalaricos sintéticos
(DOS SANTOS e PINTO, 2012).

Isolada no século XIX, a morfina é uma substancia natural extraida do 6épio
(Papaver somniferum) e é conhecida por apresentar propriedades analgésica,
hipnética e antitussigena (FILHO e YUNES, 1998). Atualmente, ela continua
sendo utilizada como analgésico no tratamento da dor crénica ou aguda e dores
causadas por doencas degenerativas.

A atropina € um antagonista colinérgico que age sobre 0 sistema nervoso
parassimpatico inibindo a atividade do neurotransmissor acetilcolina. E
um alcaléide encontrado na planta Atropa belladonna e muito utilizado na
medicina para combater arritmias e para o tratamento de Mal de Parkinson
(ANDRADE et al., 2002).

O diterpeno taxol € uma droga antineoplasica isolada da casca do Teixo do

pacifico (Taxus brevifolia) e que possui atividade contra varios tipos de cancer


https://pt.wikipedia.org/wiki/Planta
https://pt.wikipedia.org/wiki/Atropa_belladonna
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incluindo melanoma, cancer de ovario, leucemia e cancer de mama (PELTIER et
al., 2006; WEAVER, 2014).

Como Uultimo exemplo menciona-se a salicina (Figura 1.1, pg. 22),
substancia isolada de cascas da espécie de salgueiro Salix alba. Esta substancia
€ responsavel por inspirar a sintese do acido acetilsalicilico (Figura 1.2), primeiro
farmaco derivado de um produto natural produzido em escala industrial. O acido
acetilsalicilico € o componente do medicamento mais vendido no mundo, a
Aspirina®, sendo utilizado como analgésico, anti-inflamatério, antitérmico e no
tratamento da artrite reumatoide (RISHTON, 2008, BO et al., 2019).

o

dOH
o

on,

Acido acetilsalicilico

Figura 1.2. Estrutura do farmaco sintético derivado da salicina.

1.2.  VANILINA E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Uma classe de metabdlitos secundarios de ampla ocorréncia nas plantas
sdo os compostos fendlicos (LIMA NETO et al., 2015). Esses compostos
constituem um grupo muito diversificado de fitoquimicos derivados de fenilalanina
e tirosina, sendo essenciais no crescimento e reproducdo dos vegetais, além de
atuarem como agente antipatogénico e contribuirem na pigmentacdo (ANGELO e
JORGE, 2007).

Os compostos fenolicos apresentam uma grande diversidade de estruturas
gue possuem pelo menos um anel aromatico no qual, ao menos um hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila (VIZZOTO et al., 2010).

De acordo com a literatura, os compostos fendlicos sao reconhecidos como
importantes agentes antioxidantes naturais e por apresentarem ampla gama de

atividades biologicas e farmacologicas, incluindo anti-inflamatoria, anticancer,
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antimicrobiana, antialérgica, antiviral, antitrombdética, hepatoprotetora, entre outras
(LI et al., 2014; KUMAR e GOEL, 2019).

Dentre os compostos fendlicos bioativos mais conhecidos no mundo
encontram-se a vanilina, quimicamente designada como 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido (Figura 1.3).

Obtida tradicionalmente das sementes da vagem de uma orquidea tropical,
a Vanilla planifolia (Figura 1.3), a vanilina corresponde a um composto aromético,
apresentando aroma caracteristico de baunilha, muito apreciada e de grande
interesse comercial, uma vez que é utilizada como flavorizante em alimentos,
bebidas e em diversos produtos farmacéuticos (KUMAR et al., 2012, ZHANG et
al., 2017).

OH
¥ HsCO

Figura 1.3. Vanilla planifolia e estrutura quimica da vanilina (1).

Embora possa ter uma origem natural, a producéo sintética de vanilina em
escala industrial € a maior fonte comercial deste importante composto (LEITE
FILHO et al., 2016).

A vanilina pode ser sintetiza a partir do eugenol encontrado no 6leo de
cravo, da lignina contida no licor negro e através do uso de precursores derivado
de petréleo tais como o guaiacol e o p-cresol (DAUGSCH e PASTORE, 2005;
PACHECO e DAMASIO, 2010).

Outras utilidades da vanilina incluem desodorizantes de ambientes, ceras
para pisos e assoalhos, além de atuar como intermediario em sinteses de
herbicidas, agentes antiespumantes ou drogas como papaverina
(antiespasmaddica), L-dopa (antiparkinsoniano), L-metildopa (anti-hipertensivo),
Figura 1.4 (pg. 25) (PACHECO e DAMASIO, 2010).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Antiparkins%C3%B3nico&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anti-hipertensivo
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Figura 1.4. Estruturas quimicas da papaverina, L-dopa e L-metildopa.

Por fim, além do potencial antimutagénico (ANGELO e JORGE, 2007), as
atividades antioxidante, antimicrobiana (DAUGSCH e PASTORE, 2005),
anticarcinogénica, antimetastatica, antiangiogénica, citotoxica (BEZERRA et al.,
2016); anti-inflamatéria e antifangica (ZHANG et al., 2017), fazem desta
substancia, estruturalmente simples, um valioso e promissor objeto de estudo e

pesquisa para o desenvolvimento de compostos derivados bioativos.

1.3. MOTIVACAO DO TRABALHO

Diversos estudos ja validaram o efeito de produtos naturais e seus
derivados como potenciais fontes de novos e seletivos agentes para o tratamento
de varias doencas. Dentre os trabalhos mais recentes publicados na literatura,
menciona-se as investigacdes envolvendo a sintese e avaliacdo das atividades
citotoxica (GAZOLLA et al., 2018), leishmanicida (TEIXEIRA et al., 2018) e
antiviral (DE OLIVEIRA et al., 2019) de derivados do eugenol contendo nucleos
1,2,3-triazdlicos.

O eugenol é um fenilpropanoide metoxilado encontrado em varias plantas
aromaticas, sendo um dos principais constituintes do 6leo essencial do cravo da
india.

As principais atividades bioldgicas descritas na literatura para esta
substancia natural sdo: antimicrobiana (ESCOBAR, 2002); anti-inflamatéria (KIM
et al., 2003); inseticida (MACIEL et al.,, 2010); espasmolitica; antisséptica;
antipirética (FENG e LIPTON, 1987); antioxidante (NAGABABU e LAKSHMAIAH,
1994; ABRAHAM, 2001); neuroprotetora (KABUTO et al.,, 2007); analgésica e
anestésica (ESCOBAR, 2002).
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Considerando a similaridade estrutural entre eugenol e vanilina (Figura
1.5), bem como as importantes atividades biologicas relatadas para o eugenol e
seus derivados 1,2,3-triazdlicos, o presente trabalho objetivou a sintese de
moléculas derivadas da vanilina que sejam promissoras e potencialmente

bioativas.

OH OH
HsCO H,CO

H (@]

Eugenol Vanilina

Figura 1.5. Estruturas quimicas do eugenol e da vanilina.

Assim, descreve-se nesse trabalho a sintese, caracterizacdo e a avaliacao
das atividades leishmanicida, citotoxica, fungicida e inseticida de derivados da
vanilina contendo o nucleo 1,2,3-triazélico. Os compostos sintetizados possuem

como estrutura geral a estrutura apresentada na Figura 1.6.

OCHj \—Ar

Onde: n=10u3
Ar= diferentes grupos aromaticos

Figura 1.6. Estrutura geral dos compostos alvos de estudo deste trabalho.

As estruturas dos compostos sintetizados e biologicamente avaliados serdao
apresentadas no Capitulo 2 enquanto os resultados das atividades leishmanicida,
citotoxica, fungicida e inseticida serdo abordados nos capitulos 3, 4, 5 e 6,
respectivamente. De forma a contextualizar as bioatividades avaliadas, sao

descritas de forma breve e introdutéria aspectos relacionados as doencas, bem
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como os problemas relacionados aos farmacos disponiveis para tratamento e a

necessidade de pesquisas para a descoberta de novos principios ativos.
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CAPITULO 2

SINTESE DE DERIVADOS DA VANILINA CONTENDO O NUCLEO 1,2,3-
TRIAZOLICO

2.1. INTRODUCAO

Compostos heterociclicos sdo abundantes na natureza e desempenham
papel importante em diversas areas da quimica devido a ampla variedade de
atividades biologicas que apresentam. Além de fazerem parte da estrutura de
diversos farmacos, eles também séo utilizados como modelos na busca de novos
compostos bioativos (VENEPALLY e REDDY JALA, 2017). Na Figura 2.1 estéo
apresentados alguns exemplos de compostos heterociclicos e suas respectivas

atividades bioldgicas.

- OH F
HO
Losartan Ribavirina Dipirona Fluconazol
(anti-hipertensivo) (antiviral) (anti-inflamatdrio e analgésico) (antifungico)
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Tazobactama Sdédica Metronidazol Carbamato de Fluorouracila Benzilpenicilina
(inibidora da R-lactamase) (antiprotozoario) (antitumoral) (antimicrobiana)

Figura 2.1. Exemplos de heterociclos farmacologicamente ativos.

Dentre os diversos grupos de heterociclicos conhecidos e estudados
encontram-se aqueles contendo nucleos 1,2,3-triazdlicos, cujas estruturas
correspondem a aneéis de cinco membros contendo trés atomos de nitrogénio
vicinais (CANDUZINI, 2012; PRAVEENA et al., 2015).
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Figura 2.2. Estrutura do nucleo 1,2,3-triazolico.

Obtidos de forma exclusivamente sintética, os compostos heterociclicos
contendo nudcleos 1,2,3-triazélicos tem despertado grande interesse por
possuirem uma ampla gama de aplicacdes, tais como explosivos, agroquimicos e
principalmente farmacos (HEIN e FOKIN, 2010; BORGATI et al, 2013; ZHANG et
al., 2014; MAO et al., 2015).

Um dos métodos classicos para a obtencdo de 1,2,3-triazéis € a
cicloadicao 1,3-dipolar envolvendo azidas organicas e alcinos terminais (Esquema
2.1), observada em 1893 por Arthur Michael e desenvolvida por Huisgen. Esta
reacao concertada requer o emprego de elevada temperatura, longos tempos de
reacdo e, geralmente, forma uma mistura de aproximadamente 1:1 dos
regioisbmeros 1,4 e 1,5-dissubstituidos, quando alcinos assimétricos estdo
envolvidos (DEOBALD, 2010; FREITAS et al., 2011; CANDUZINI, 2012).

R! 1
Ny—N R\ _N
® A INTIN INT N
e V)
€] = \
4 R25
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Esquema 2.1. Regioisébmeros obtidos via cicloadi¢ao térmica classica de Huisgen.

A fim de controlar a regiosseletividade e otimizar as condi¢cbes de reacao
para a formacdo de 1,2,3-triazbis empregando-se alcinos e azidas, diversas
metodologias foram desenvolvidas (DHEER et al.,, 2017). Em 2001, estudos
realizados pelos pesquisadores Sharpless e Meldal revelaram que a presenca de
Cu(l) como catalisador acelerava a reacao das azidas com alcinos terminais sem
a necessidade de aquecimento. Além disso, a grande vantagem desta
metodologia em relagdo a reacdo de Huisgen refere-se a regiosseletividade,
produzindo exclusivamente de forma répida e eficiente o regioisbmero 1,4-

dissubstituido-1,2,3-triazolico, utilizando condicdes reacionais brandas e
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fornecendo os triaz6is com excelentes rendimentos (KOLB et al., 2001;
FREITAS et al., 2011; BORGATI, 2012).

Desde a descoberta de Sharpless e Meldal, essa metodologia passou a ser
amplamente utilizada para a preparagdo de 1,2,3-triazbis e é denominada como
reagdo “click”, também conhecida como cicloadi¢cdo (C) entre um Alcino (A) e
uma azida (A), catalisada por cobre (Cu(l)) (reacdo CuAAC) (PEREIRA et al.,
2010; FREITAS et al., 2011; WANG et al., 2016; DHEER et al., 2017; MEGHANI
et al., 2017; OUYANG et al., 2018).

O conceito de quimica “click”, introduzido por Sharpless, esta associado as
reacoes termodinamicamente favoraveis, de facil execucdo e que fornecam os
produtos com elevados rendimentos. Assim, uma reacao “click” é caracterizada
por ser uma reacdo rapida, estereoespecifica (mas nao necessariamente
enantiosseletiva), utilizar reagentes simples e solventes que ndo causem impacto
negativo ao meio ambiente (como a agua), obter produtos que devem ser de facil
isolamento, produzir produtos secundarios inofensivos e que possam ser
removidos preferencialmente sem uso de cromatografia, e ndo ser necessario o
uso de cuidados especiais (como o emprego de atmosfera inerte) na conducéo
das reacbes (KOLB et al., 2001; FREITAS, 2011; HOU et al., 2012; WANG et al.,
2016).

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

CuAAC (Esquema 2.2) é considerada o exemplo perfeito.

Esquema 2.2. Reacéo “click” ou CuAAC.

Além de atuarem como grupo farmacoforico de substancias bioativas, um
fato importante relacionado ao nudcleo 1,2,3-triazélico € a sua utilizacdo em
estratégias de acoplamento de duas ou mais substancias a fim de promover a
potencializagdo de suas atividades farmacoldgicas (MANETSCH et al., 2004,
WHITING et al., 2006; DHEER et al., 2017).

Dentre as varias atividades bioldgicas relatadas na literatura para os

derivados 1,2,3-triaz6licos, podem ser mencionadas: anti-HIV (DA SILVA et al.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359644617301034#!
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2009); antimicrobiana (THOMAS et al., 2010); antibacteriana (BOECHAT et al.,
2011), antitumoral (CAFICI et al., 2008; KAMAL et al., 2008, DA CRUZ et al.,
2014), antiproliferativa (DEMCHUK et al., 2014), antiprotozoaria (BAKUNOQV et al.,
2010; CARVALHO et al., 2010), antifangica (PORE et al., 2006; AHER et al.,
2009), antimalarica (GUANTAI et al., 2010), tripanocida (SILVA JR. et al., 2008;
CARVALHO et al.,, 2010), anti-inflamatéria (DHEER et al.,, 2017), citotoxica
(ANJOS et al., 2009; GAZOLLA et al., 2018), leishmanicida (FERREIRA et al.,
2007; PORTA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019);
antiviral (DE OLIVEIRA et al., 2019), dentre outras.

Conforme descrito no Capitulo 1 deste trabalho, a vanilina (1) é uma
substancia com importantes bioatividades e que € estruturalmente similar ao
eugenol. Trabalhos desenvolvidos pelo Grupo de Sintese e Pesquisa de
Compostos Bioativos (GSPCB) da UFV mostraram que a associagdo entre o
eugenol e porgbes 1,2,3-triazdlicas resultou em compostos que possuem
atividades citotoxica (GAZOLLA et al.,, 2018), leishmanicida (TEIXEIRA et al.,
2018) e antiviral (DE OLIVEIRA et al., 2019). Considerando estes fatos,
vislumbrou-se que a associacao entre a vanilina (1) e diferentes grupos triazélicos
também poderia resultar em compostos com interessantes bioatividades. Assim,
descreve-se neste capitulo a sintese e a caracterizacao estrutural de 22 derivados
da vanilina contendo o nucleo 1,2,3-triazolico.

A analise retrossintética para a preparacdo dos compostos triazélicos

derivados da vanilina é apresentada no Esquema 2.3, pg. 35.
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Esquema 2.3. Analise retrossintética para a preparacao dos derivados da vanilina.

De acordo com a andlise retrossintética, a etapa chave envolvida na
preparacdo dos compostos triazélicos 6 e 7 corresponde a reacao “click” (CUAAC)
entre a vanilina alquilada (2 e 3) e diferentes azidas aromaticas (5). As azidas
aromaticas 5 seriam preparadas a partir da obtencdo dos ésteres
metanossulfonados 4 que, por sua vez, poderiam ser preparados a partir de
diferentes alcoois benzilicos comerciais. A preparacéo dos alcinos 2 e 3 ocorreria
via reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) entre a vanilina (1) e os
agente alquilantes brometo de propargila e pent-4-in-1-ilmetanosulfonato.

Na Figura 2.3 (pg. 36) encontram-se representada as estruturas dos
compostos triazolicos sintetizados a partir da implementacdo do plano sintético
apresentado no Esquema 2.3. Também sdo apresentadas as estruturas dos

alcinos, 2 e 3, preparados a partir da vanilina.
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Figura 2.3. Estruturas dos alcinos 2 e 3 sintetizados a partir da vanilina e dos
derivados triazolicos sintetizados neste trabalho.

2.2.  MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Generalidades Metodolégicas

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

As substancias vanilina, alcool benzilico, alcool 4-fluorobenzilico, &lcool 4-
clorobenzilico, alcool 4-bromobenzilico, &lcool 4-iodobenzilico, alcool 4-
nitrobenzilico, alcool 4-metoxibenzilico, alcool 4-trifluorometoxibenzilico, alcool 4-
trifluorobenzilico, alcool 4-isopropilbenzilico, alcool pent-4-in-1-ol, brometo de 4-
metilbenzila, sulfato de cobre penta-hidratado, ascorbato de sédio, brometo de
propargila (3-bromoprop-1-ino), brometo de tetrabutilaménio ((Bu);NBr), cloreto de
mesila e azida de sodio foram adquiridas comercialmente da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos) e utilizados sem prévia purificacdo. Acetona, éter
etilico, cloreto de sédio, bicarbonato de sodio, hidroxido de sédio, carbonato de
sédio, trietilamina, acido cloridrico e dimetilsulféxido foram adquiridos da FMaia

(Belo Horizonte, Brasil). Os solventes cloroférmio, diclorometano, tolueno, acetato
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de etila e hexano foram adquiridos da Exodo Cientifica (Sumaré, Sdo Paulo,
Brasil) e utilizados ap0s destilacéo realizada no rotaevaporador.

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

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas sobre aluminio.
Ap0s a eluigao, as placas de CCD foram observadas sob luz ultravioleta (A = 254
nm) e reveladas com solucdo de permanganato de potassio (3 g de KMnQOy4, 20 g
de K2CO3, 5 mL de NaOH 5% m v*, 300 mL de agua).

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

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-302 e
nao foram corrigidas.

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos empregando-se a técnica
reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com acessorio
GladiATR na regido de 4000 a 500 cm™.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 MHz e 500 MHz) e de carbono (RMN de **C, 75 MHz e 125 MHz) foram
obtidos em dois espectréometros, VARIAN MERCURY 300 e BRUKER AVANCE-III
HD Nanobay. Foram utilizados como solventes cloroférmio (CDCl3) e
dimetilsulféxido (DMSO-ds) deuterados. As constantes de acoplamento escalar
(J) foram expressas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram obtidos em aparelho Q-Exactive (Thermo
Scientific, Bremen, Germany).

A numeracdao utilizada nas estruturas dos compostos e nas descri¢cdes dos
dados referentes aos espectros de RMN de *H e *C n&o esta necessariamente
relacionada aquela recomendada pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC).
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2.3. PROCEDIMENTOS SINTETICOS

2.3.1. SINTESE DOS ALCINOS TERMINAIS DERIVADOS DA VANILINA

Sintese do 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido (2)

A um baldo de fundo redondo (100 mL) contendo uma solucéo de vanilina
(0,800 g; 5,26 mmol) em acetona (40 mL) foram adicionados carbonato de
potassio (1,45 g; 10,5 mmol) e 3-bromoprop-1-ino (1,25 g; 10,5 mmol). A mistura
resultante foi entdo mantida sob refluxo por 24 horas. Ap6s o resfriamento da
mistura a temperatura ambiente, adicionou-se agua gelada (50 mL) e,
posteriormente, realizou-se a extracdo da fase aquosa com acetato de etila (3 x
30,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase organica resultante foi
lavada com solucdo aquosa saturada de cloreto de sodio (25,0 mL), seca com
sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida. O composto
2 foi purificado por coluna cromatogréafica de silica gel eluida com hexano-acetato
de etila (2:1 v v') e obtido como um sélido branco com 72% (0,716 g; 3,77 mmol)

de rendimento.

Caracteristica: solido branco.

CCD: R;= 0,50 (hexano-acetato de etila 2:1 v v'}).
Faixa de fus&o: 81,4-82,6 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3258, 3078, 3006, 2938, 2833, 2728, 2120, 1677, 1586,
1505, 1455, 1422, 1395, 1337, 1260, 1223, 1132, 1008, 926, 865, 806, 781, 730,
649, 548. O espectro é apresentado na Figura 2.6 (pg. 73).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,55 (Sap, 1H, H-10); 3,91 (s, 3H, OCHz); 4,83
(Sap, 2H, H-8); 7,12 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,40-7,45 (m, 2H, H-3/H-5); 9,84 (s,
1H, CHO). O espectro € apresentado na Figura 2.7 (pg. 74).
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RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 56,0 (OCHs); 56,7 (C-8); 76,7 (C-10); 77,4 (C-9);
109,3 (C-3); 112,4 (C-6); 126,2 (C-5); 130,8 (C-4); 149,9 (C-2); 152,0 (C-1); 190,9
(CHO). O espectro é apresentado na Figura 2.8 (pg. 75).

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para CiiHi1103: 191,07082, encontrado: 191,07039. O espectro é
apresentado na Figura 2.9 (pg. 76).

Sintese do 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido (3)

o) 8 10
4 1 O/\/\\
11
o3 o Ty,
OCHs

A um balédo de fundo redondo de 50 mL, contendo uma barra de agitacao
magnética, adicionaram-se vanilina (2,00 g; 13,2 mmol), brometo de
tetrabutilaménio (0,424 g; 1,32 mmol), 15,0 mL de solu¢do aquosa de NaOH 35%
m v e 15,0 mL de tolueno. A mistura resultante foi resfriada em banho de gelo e
mantida sob agitacdo magnética por 1 hora. Em seguida, adicionou-se a essa
mistura o pent-4-in-1-il-metanosulfonato (2,56 g; 15,8 mmol), previamente
preparado a partir do pent-4-in-1-ol conforme descrito na literatura (TEIXEIRA et
al., 2018). Logo apds, a reacao foi mantida sob agitacdo e aquecimento (50 °C)
por mais 2 horas. Decorrido este periodo, o volume da reacao foi reduzido em
evaporador rotativo. Posteriormente, adicionou-se solucao saturada de cloreto de
sédio (20,0 mL) a mistura que, entdo, foi transferida para um funil de separacéo e
a fase aquosa extraida com éter etilico (3 x 20,0 mL). Os extratos organicos foram
reunidos e a fase orgéanica resultante foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada
e concentrada sob pressdo reduzida. O composto resultante foi purificado por
cromatografia em coluna de silica-gel utilizando-se como eluente hexano-acetato
de etila-cloroférmio (4:1:1 v v') e obtido como um sélido branco com 68% de
rendimento (1,95 g; 8,95 mmol).

Caracteristica: sélido branco.
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CCD: R;= 0,68 (hexano-acetato de etila 2:1 v v'}).
Faixa de fusdo: 85,9-86,6 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3214, 2956, 2825, 2763, 2730, 2165, 1982, 1857, 1673,
1582, 1506, 1460, 1424, 1396, 1351, 1263, 1237, 1159, 1133, 1042, 1027, 963,
931, 868, 811, 714, 655, 592, 575, 535, 458. O espectro é apresentado na Figura
2.10 (pg. 81).

RMN de *H (500 MHz, DMSO-de) &: 1,92 (quint, 2H, J = 6,6 Hz, H-9); 2,33 (td, 2H,
J1=7,0Hz e J, =2,6 Hz, H-10); 2,82 (t, 2H, J = 2,6 Hz, H-12); 3,83 (s, 3H, OCHy);
4,14 (t, 2H, J = 6,0 Hz, H-8); 7,18 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-6); 7,39 (d, 1H, J = 1,6 Hz,
H-3); 7,53 (dd, 1H, J; = 8,3 Hz e J, = 1,6 Hz, H-5); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro
€ apresentado na Figura 2.11 (pg. 82).

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) &: 15,1 (C-10); 27,7 (C-9); 56,0 (OCHs); 67,2 (C-
12); 69,1 (C-8); 83,0 (C-11); 109,2 (C-3); 111,5 (C-6); 126,7 (C-5); 130,0 (C-4);
149,8 (C-2); 153,9 (C-1); 190,9 (CHO). O espectro € apresentado na Figura 2.12
(pg. 83).

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para Ci3HisO3: 219,10212, encontrado: 219,10162. O espectro €
apresentado na Figura 2.13 (pg. 84).

2.3.2. SINTESE DOS ESTERES METANOSSULFONATOS

I
| N O—ﬁ—CH3
< %

A um baldo de fundo redondo (100 mL) foram adicionados 20,0 mL de
diclorometano e o alcool benzilico comercial de interesse (1,00 equiv.). A mistura
resultante, sob atmosfera de nitrogénio, foi resfriada a -50 °C. Em seguida,
adicionou-se trietilamina (2,00 equiv.). Posteriormente, adicionou-se lentamente a
mistura de reacdo o cloreto de mesila (1,50 equiv.) dissolvido em 1,00 mL de

diclorometano. Apos o término da reacdo, evidenciado por meio de analise por
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CCD, adicionaram-se 10,0 mL de agua destilada. A fase organica foi separada,
lavada com solucdo aquosa (0,100 mol L) de HCI (3 x 15,0 mL), seguida de
solucédo aquosa saturada de bicarbonato de sodio (3 x 5,00 mL), seca com sulfato
de sddio anidro, filtrada e concentrada sobre presséo reduzida para a obtencao
do éster metanossulfonato de interesse. Os ésteres ndo foram submetidos a
nenhum processo subsequente de purificacéo.

As estruturas dos ésteres metanossulfonatos foram confirmadas utilizando
técnicas espectroscopicas de RMN de *H e *3C e estéo em total acordo com os
dados descritos na literatura. Como estas substancias sintetizadas n&o s&o
inéditas e possuem caracterizacdo bem documentada na literatura (BORGATI et
al., 2013; GAZOLLA, 2015; LIMA, 2018), optou-se por nao descrever
detalhadamente suas caracterizagbes. Na Figura 2.4, encontram-se
representadas as estruturas dos ésteres metanossulfonatos e os rendimentos

obtidos nas suas preparacdes.

[e] ﬁ o
O—S—CHj3 /@Ao—ﬁ—cm O—S—CHj, /©/\O—S—CH3
o
ON cl F
4a 4b 4c 4d
(65%) (82%) (70%) (90%)
I
—8—CH e e
I © Br HsC FsC
4e Af 4 4h
(83%) (83%) (88%) (89%)
i i
_s— I
/@/\O S—CHs /@/\o—ﬁ—CH3 O—S—CHjs
© [ j o}
o}
H3CO F1CO
4i 4 4k
(87%) (88%) (95%)

Figura 2.4. Estruturas dos ésteres metanossulfonatos e os rendimentos obtidos

em suas preparacoes.

2.3.3. SINTESE DAS AZIDAS ORGANICAS
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A um baldo de fundo redondo (100 mL) contendo 10,0 mL de
dimetilsulféxido e azida de sodio (4,00 equiv.), foi adicionado o éster
metanossulfonato de interesse (1,00 equiv.) sintetizado conforme descrito no item
2.3.2. A mistura de reacao foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente e
monitorada por CCD. Terminada a reac¢do, adicionaram-se 10,0 mL de agua
gelada e a fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 20,0 mL). Os
extratos organicos foram reunidos e a fase organica resultante foi lavada com
solucdo saturada de NaCl, seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada sobre pressao reduzida para a obtencéo da azida de interesse.

As estruturas das azidas benzilicas foram confirmadas utilizando técnicas
espectroscopicas de RMN de *H e '3C e estdo em total acordo com os dados
descritos na literatura. Assim como os ésteres metanossulfonatos, as azidas
sintetizadas ndo séo inéditas e possuem caracterizacdo bem documentada na
literatura (BORGATI et al., 2013; GAZOLLA, 2015; LIMA, 2018), portanto, optou-
se por ndo descrever detalhadamente suas caracterizacdes. Na Figura 2.5.,
encontra-se representadas as estruturas das azidas e os rendimentos obtidos em
suas reag0des de preparacao.

N3 N3 ENa ENa ENa N N N
NO, Cl F I Br CH, CF,
5a 5b 5¢ 5d 5e 5f 5g 5h
(63%) (98%) (94%) (95%) (92%) ©94%)  (92%) (96%)
N3 N3 N3
OCHjs OCFj4
5i 5§ 5k
(96%) (93%) (97%)

Figura 2.5. Estruturas e rendimentos das azidas sintetizadas.
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2.3.4. SINTESE DOS COMPOSTOS TRIAZOLICOS DERIVADOS DA VANILINA

Sintese do 4-((1-(4-isopropilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-
metoxibenzaldeido (6a)

( N\
o 55 8
4 1 N
(0] 9 NN
D\ WA \ 2 3
H 10N ' . CHs
OCH, 1 4
7 g

A um baldo de fundo redondo (10 mL) foram adicionados 3-metoxi-4-(prop-
2-in-1-iloxi)benzaldeido (2) (0,156 g; 0,820 mmol), 4-isopropilbenzilazida (5a)
(0,144 g; 0,820 mmol), ascorbato de sddio (0,0650 g; 0,328 mmol), 1,00 mL de
diclorometano e 1,00 mL de &4gua. Em seguida, adicionou-se CuSOQO4-5H,0
(0,0410 g; 0,164 mmol). A mistura de reacao foi mantida sob agitacdo vigorosa a
temperatura ambiente. Apos o término da reacado, evidenciado por analise por
CCD, a mistura foi transferida para um funil de separacdo e a fase aquosa foi
extraida com diclorometano (3 x 10,0 mL) lavada com solucdo saturada de
carbonato de sbdio, seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada
sobre presséo reduzida. O composto 6a foi purificado por coluna cromatografica
de silica gel eluida com acetato de etila-hexano (2:1 v v'*), sendo obtido com 82%
de rendimento (0,246 g; 0,674 mmol).

Caracteristica: sélido branco.
CCD: R;= 0,69 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fusao: 103,8-104,9 °C.

IV (ATR) V ma/cm™ 3138, 2959, 2870, 2726, 1980, 1679, 1585, 1506, 1462,
1423, 1395, 1338, 1261, 1134, 1050, 1029, 994, 811, 782, 730, 639, 562. O
espectro é apresentado na Figura Al (pg. 223) no anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,22 (d, 6H, J = 7,2 Hz, CHs'/CH53"); 2,89 (sept,
1H, J = 7,2 Hz, H-8); 3,87 (s, 3H, OCHs); 5,32 (s, 2H, H-8); 5,46 (s, 2H, H-7);
7,16-7,22 (m, 5H, H-2'/H-3'/H-5'/H-6'/H-6); 7,38-7,42 (m, 2H, H-3/H-5); 7,57 (s, 1H,
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H-10); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é apresentado na Figura A2 (pg. 224) no

anexo.

RMN de **C (75 MHz, CDCl;) &: 23,8 (CH3/CH3”); 33,8 (C-8); 53,9 (C-7’); 56,0
(OCHs3); 62,9 (C-8); 109,1 (C-3); 112,5 (C-6); 123,1 (C-10); 126,7 (C-5); 127,1 (C-
3’/C-5’); 128,3 (C-2'/C-6’); 130,5 (C-1’); 131,5 (C-4); 143,4 (C-9); 149,7 (C-4);
149,8 (C-2); 153,0 (C-1); 190,9 (CHO). O espectro € apresentado na Figura A3
(pg. 225) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para C»H24N303: 366,18177, encontrado: 366,18170; [M+Na]™:
Calculado para C,;H23N3NaOs: 388,16371, encontrado: 388,16291. [2M+Na]™:
Calculado para C42HssNsNaOg: 753,33765, encontrado: 753,33576. O espectro &

apresentado na Figura A4 (pg. 226) no anexo.

Os compostos 6b-6k e 7a-7k foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para a preparacdo do composto 6a. Porém, para a
preparacdo dos compostos 7a-7k foi utilizado o alquino 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-
iloxi)benzaldeido (3). A seguir, estdo descritas as informagfes relativas as

reacoes e 0os dados obtidos para a identificacdo de cada substancia.

Sintese do 3-metoxi-4-((1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)benzaldeido
(6b)

4 N\
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,179 g; 0,486 mmol)
com 60% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,155 g; 0,820 mmol), 4-nitrobenzilazida (5b) (0,146 g; 0,820 mmol),
ascorbato de soédio (0,0650 g; 0,328 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0410 g; 0,164

mmol).
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Caracteristica: sélido branco.
CCD: R;= 0,25 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fusao: 118,7-119,3 °C.

IV (ATR) Vma/ecm™: 3129, 3078, 2936, 2852, 2769, 2001, 1658, 1595, 1584,
1507, 1465, 1426, 1399, 1338, 1266, 1234, 1142, 1047, 1026, 1001, 845, 817,
789, 728, 643, 565. O espectro é apresentado na Figura A5 (pg. 227) no anexo.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) &: 3,87 (s, 3H, OCHs); 5,35 (s, 2H, H-8); 5,63 (s,
2H, H-7°); 7,19 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,38-7,43 (M, 4H, H-2'/H-6'/H-3/H-5); 7,70
(s, 1H, H-10); 8,20 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3'/H-5"); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é

apresentado na Figura A6 (pg. 228) no anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 53,1 (C-7’); 55,9 (OCHs); 62,7 (C-8); 109,2 (C-3);
112,3 (C-6); 123,0 (C-10); 124,3 (C-3’/C-5’); 126,6 (C-5); 128,6 (C-2’/C-6’); 130,6
(C-4); 141,3 (C-1'); 144,1 (C-9); 148,1 (C-4’); 149,8 (C-2); 152,7 (C-1); 190,8
(CHO). O espectro é apresentado na Figura A7 (pg. 229) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CigHi17N4Os: 369,11989, encontrado: 369,11927; [M+Na]™:
Calculado para CigH1sN4sNaOs: 391,10184, encontrado: 391,10133. O espectro &
apresentado na Figura A8 (pg. 230) no anexo.

Sintese do 4-((1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido
(6¢c)
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Este composto foi obtido como um sdlido branco (0,261 g; 0,731 mmol)
com 87% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,260 g; 0,840 mmol), 4-clorobenzilazida (5¢) (0,141 g; 0,840 mmol),
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ascorbato de sdédio (0,0670 g; 0,336 mmol) e CuSO45H,0 (0,0420 g; 0,168

mmol).

Caracteristica: solido branco.

CCD: R;= 0,53 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fusdo: 103,6-104,5 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3127, 3097, 2963, 2932, 2831, 2769, 1999, 1664, 1584,
1507, 1464, 1427, 1401, 1347, 1265, 1223, 1142, 1049, 1028, 999, 862, 818, 785,
730, 642, 565, 489, 445. O espectro é apresentado na Figura A9 (pg. 231) no

anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 3,87 (s, 3H, OCHs); 5,32 (s, 2H, H-8); 5,47 (s,
2H, H-7"); 7,19 (dap*, 3H, J = 8,3 Hz, H-2'/H-6'/H-6); 7,32 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
3'/H-5; 7,38-7,42 (m, 2H, H-3/H-5); 7,59 (s, 1H, H-10); 9,82 (s, 1H, CHO). O
espectro é apresentado na Figura A10 (pg. 232) no anexo.

*Apesar da sobreposicado dos sinais referentes aos hidrogénios H-2’/H-6’ e H-6,
observou-se a presenca de um dupleto aparente sendo possivel calcular a
constante de acoplamento J = 8,1 Hz, caracteristica de acoplamento de

hidrogénios em posi¢des orto de acordo com a literatura (PAVIA et al., 2015).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) &: 53,1 (C-7’); 55,9 (OCHs); 62,7 (C-8); 109,1 (C-3);
112,4 (C-6); 123,0 (C-10); 126,5 (C-5); 129,3 (C-3'/C-5"); 129,4 (C-2’/C-6’); 130,5
(C-4); 132,5 (C-1"); 134,7 (C-4’);143,4 (C-9); 149,6 (C-2); 152,6 (C-1); 190,9
(CHO). O espectro é apresentado na Figura A1l (pg. 233) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para CigH17CIN3O3: 358,09584, encontrado: 358,09540; [M+Na]':
Calculado para Ci13H16CIN3NaOs: 380,07779, encontrado: 380,07735. O espectro
é apresentado na Figura A12 (pg. 234) no anexo.



47

Sintese do 4-((1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido
(6d)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,197 g; 0,578 mmol)
com 66% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,167 g; 0,880 mmol), 4-fluorobenzilazida (5d) (0,133 g; 0,880 mmol),
ascorbato de sédio (0,0700 g; 0,352 mmol) e CuSO45H,0 (0,0440 g; 0,176

mmol).

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,59 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fusao: 81,6-82,4 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3140, 3073, 3001, 2938, 2834, 2806, 1988, 1681, 1584,
1507, 1465, 1422, 1391, 1335, 1262, 1219, 1158, 1134, 1119, 1054, 1028, 993,
853, 814, 778, 724, 633, 566, 542, 487. O espectro € apresentado na Figura A13
(pg. 235) no anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 3,87 (s, 3H, OCHz); 5,33 (s, 2H, H-8); 5,47 (s,
2H, H-7’); 7,03 (tap, 2H, J = 8,6 Hz, H-3'/H-5%; 7,19 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,22-
7,28 (m, 2H, H-2'/H-6"); 7,38-7,42 (m, 2H, H-3/H-5); 7,58 (s, 1H, H-10); 9,82 (s,
1H, CHO). O espectro € apresentado na Figura A14 (pg. 236) no anexo.

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) &: 53,2 (C-7’); 55,9 (OCHs); 62,6 (C-8); 109,1 (C-3);
112,4 (C-6); 116,1 (d, J = 21,8 Hz, C-3'/C-5’); 122,8 (C-10); 126,5 (C-5); 130,0-
130,1 (m*, C-2'/C-6’/C-1"); 130,5 (C-4); 143,7 (C-9); 149,7 (C-2); 152,7 (C-1);
162,8 (d, J = 252,0 Hz, C-4’); 190,9 (CHO). O espectro é apresentado na Figura
A15 (pg. 237) no anexo.
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*Apesar da sobreposicao dos dupletos referentes aos carbonos C-2°/C-6" e C-1,
foi possivel calcular as constantes de acoplamento J = 8,3 Hz e J = 3,0 Hz,
caracteristicas de acoplamento C-F em meta e para de acordo com valores
descritos na literatura (PRETSCH et al., 1989).

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para CigH;17FN3O3z: 342,12539, encontrado: 342,12498; [M+Na]™:
Calculado para CigH16FN3sNaO3: 364,10734, encontrado: 364,10696. O espectro €

apresentado na Figura A16 (pg. 238) no anexo.

Sintese do 4-((1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido
(6e)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,214 g; 0,477 mmol)
com 71% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,127 g; 0,670 mmol), 4-iodobenzilazida (5e) (0,174 g; 0,670 mmol),
ascorbato de sdédio (0,0530 g; 0,268 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0340 g; 0,134

mmol).

Caracteristica: sdlido branco.

CCD: R;= 0,51 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fusdo: 107,8-108,6 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3134, 3079, 3003, 2930, 2808, 2704, 1976, 1694, 1586,
1504, 1452, 1384, 1333, 1258, 1217, 1158, 1114, 1051, 1028, 983, 849, 815, 779,
726, 631, 588, 564, 467. O espectro € apresentado na Figura A17 (pg. 239) no

anexo.
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RMN de *H (300 MHz, CDCls) &: 3,88 (s, 3H, OCHs); 5,33 (s, 2H, H-8); 5,44 (s,
2H, H-7°); 6,99 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2'/H-6"); 7,19 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,38-
7,40 (m, 1H, H-5); 7,42 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-3); 7,58 (s, 1H, H-10); 7,68 (d, 2H, J
= 8,4 Hz, H-3'/H-5); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é apresentado na Figura A18
(pg. 240) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) &: 53,5 (C-7’); 55,9 (OCH3); 62,7 (C-8); 94,7 (C-4);
109,2 (C-3); 112,4 (C-6); 123,0 (C-10); 126,5 (C-5); 129,8 (C-2'/C-6’); 130,6 (C-4);
133,8 (C-1'); 138,2 (C-3'/C-5’); 143,7 (C-9); 149,9 (C-2); 152,9 (C-1); 190,8 (CHO).

O espectro é apresentado na Figura A19 (pg. 241) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para CigHi7IN3O3z: 450,03146, encontrado: 450,03118; [M+Na]™:
Calculado para CigH16IN3NaO3: 472,01340, encontrado: 472,01299. O espectro €

apresentado na Figura A20 (pg. 242) no anexo.

Sintese do 4-((1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido
(6f)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,250 g; 0,622 mmol)
com 83% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,142 g; 0,750 mmol), 4-bromobenzilazida (5f) (0,159 g; 0,750 mmol),
ascorbato de sdédio (0,0590 g; 0,300 mmol) e CuSO45H,0 (0,0370 g; 0,150

mmol).
Caracteristica: solido amarelo palha.
CCD: R¢= 0,57 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).

Faixa de fusdo: 101,8-102,9 °C.
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IV (ATR) Vma/ecm™: 3128, 3099, 2962, 2931, 2829, 2770, 1996, 1665, 1584,
1507,1487, 1464, 1426, 1401, 1346, 1266, 1224, 1163, 1142, 1069, 1049, 1020,
999, 861, 820, 783, 730, 642, 565, 480. O espectro é apresentado na Figura 2.15

(pg. 90).

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) &: 3,87 (s, 3H, OCHs); 5,33 (s, 2H, H-8); 5,45 (s,
2H, H-7"); 7,13 (d, 2H, J = 7,9 Hz, H-2'/H-6"); 7,18 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,39-
7,42 (m, 2H, H-3/H-5); 7,48 (d, 2H, J = 7,9 Hz, H-3'/H-5"; 7,58 (s, 1H, H-10); 9,82
(s, 1H, CHO). O espectro € apresentado na Figura 2.16 (pg. 91).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) &: 53,4 (C-7’); 55,8 (OCHs); 62,8 (C-8); 109,1 (C-3);
112,6 (C-6); 122,9 (C-4’); 123,0 (C-10); 126,4 (C-5); 129,4 (C-2'/C-6"); 130,4 (C-
1); 132,0 (C-3'/C-5'); 133,1 (C-4); 143,6 (C-9); 149,8 (C-2); 152,8 (C-1); 190,8
(CHO). O espectro € apresentado na Figura 2.17 (pg. 92).

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CigH17BrN3;Os: 402,04533, encontrado: 402,04543; [M+Na]':
Calculado para CigH16BrN3sNaOg3: 424,02727, encontrado: 424,02710. O espectro
é apresentado na Figura 2.18 (pg. 93).

Sintese do 4-((1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido
(69)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,196 g; 0,582 mmol)
com 66% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,169 g; 0,890 mmol), 4-metilbenzilazida (5g) (0,131 g; 0,890 mmol),
ascorbato de sédio (0,0700 g; 0,356 mmol) e CuSO45H,0 (0,0450 g; 0,178

mmol).

Caracteristica: soélido branco.
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CCD: R;= 0,51 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fusao: 97,9-98,4 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3129, 3004, 2961, 2935, 2834, 2766, 1979, 1669, 1584,
1506, 1464, 1428, 1399, 1347, 1264, 1233, 1162, 1140, 1049, 1030, 996, 863,
821, 784, 728, 633, 566, 478. O espectro € apresentado na Figura A21 (pg. 243)

Nno anexo.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) &: 2,32 (s, 3H, CHs); 3,86 (s, 3H, OCHs); 5,31 (s,
2H, H-8); 5,44 (s, 2H, H-7'); 7,14 (Sap, 4H, H-2'/H-3'/H-5'H-6"); 7,19 (d, 1H, J = 8,1
Hz, H-6); 7,37-7,41 (m, 2H, H-3/H-5); 7,54 (s, 1H, H-10); 9,81 (s, 1H, CHO). O

espectro é apresentado na Figura A22 (pg. 244) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) &: 21,1 (CHs); 54,0 (C-7’); 55,9 (OCHa); 62,9 (C-8);
109,2 (C-3); 112,7 (C-6); 123,0 (C-10); 126,6 (C-5); 128,1 (C-3/C-5); 129,8 (C-
2'/C-6’); 130,5 (C-1’); 131,2 (C-4); 138,4 (C-4); 143,4 (C-9); 149,7 (C-2); 152,9 (C-
1); 190,6 (CHO). O espectro € apresentado na Figura A23 (pg. 245) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CigH20N3O3z: 338,15047, encontrado: 338,14999; [M+Na]':
Calculado para CigHigN3NaOs: 360,13241, encontrado: 360,13171. [2M+Na]’:
Calculado para CzgH3gNgNaOg: 697,27505, encontrado: 697,27339. O espectro &

apresentado na Figura A24 (pg. 246) no anexo.

Sintese do 4-((1-(4-(trifluorometil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-

metoxibenzaldeido (6h)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,201 g; 0,514 mmol)
com 67% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,246 g; 0,770 mmol), 4-trifluorobenzilazida (5h) (0,155 g; 0,770 mmol),
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ascorbato de soédio (0,0610 g; 0,308 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0390 g; 0,154

mmol).

Caracteristica: sdlido branco.

CCD: R;= 0,47 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fuséo: 110,9-111,7 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3141, 3075, 3000, 2944, 2857, 1984, 1678, 1620, 1587,
1505, 1468, 1421, 1400, 1325, 1262, 1221, 1158, 1117, 1066, 1018, 1001, 818,
784, 732, 618, 591. O espectro é apresentado na Figura A25 (pg. 247) no anexo.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) &: 3,87 (s, 3H, OCHs); 5,34 (s, 2H, H-8); 5,57 (s,
2H, H-7’); 7,19 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6); 7,36 (d, 2H, J = 7,8 Hz, H-2'/H-6"); 7,41
(ddap*, 2H, J1 = 9,5 Hz e J, = 1,4 Hz, H-3/H-5); 7,61 (dap**, 3H, J = 7,8 Hz, H-3'/H-
5'/H-10); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro € apresentado na Figura A26 (pg. 248) no

anexo.

*Apesar da sobreposicdo dos sinais referentes aos hidrogénios H-3 e H-5
observou-se a presenca de um dupleto duplo aparente sendo possivel calcular as
constantes de acoplamento J; = 9,5 Hz e J, = 1,4 Hz, caracteristicas de

acoplamentos de hidrogénios em posicdes orto e meta, respectivamente.

**QOs sinais referentes aos hidrogénios H-3'/H-5' e H-10 também se apresentaram
sobrepostos, porém foi possivel observar a presenca de um dupleto aparente com

constante de acoplamento J = 7,8 Hz.

RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) &: 53,5 (C-7’); 55,8 (OCHs); 62,8 (C-8); 109,3 (C-3);
112,6 (C-6); 123,1 (C-10); 126,0 (g, J = 3,8 Hz, C-3//C-5"); 126,4 (C-5); 127,3 (q*,
J = 270,4 Hz, CF3); 128,2 (C-2'/C-6"); 130,7 (C-4); 131,0 (q, J = 32,8 Hz, C-4’);
138,1 (C-1'); 144,0 (C-9); 149,8 (C-2); 152,5 (C-1); 190,4 (CHO). O espectro é

apresentado na Figura A27 (pg. 249) no anexo.

*N&o foi possivel observar todos os sinais do quarteto referente ao acoplamento
do carbono do grupo CF3. A auséncia de um dos sinais pode ser justificada por se

encontrar, provavelmente, na regido do ruido do equipamento. Entretanto, apesar
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de serem visualizados apenas trés sinais, foi possivel calcular a constante de
acoplamento cujo valor estd de acordo com aquele descrito na literatura
(PRETSCH et al., 1989).

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]™
Calculado para CigH17F3N3Os: 392,12220, encontrado: 392,12199; [M+Na]':
Calculado para CigHi6F3sN3NaO3: 414,10415, encontrado: 414,10361. O espectro
é apresentado na Figura A28 (pg. 250) no anexo.

Sintese do 4-((1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-
metoxibenzaldeido (6i)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,155 g; 0,439 mmol)
com 78% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,108 g; 0,570 mmol), 4-metoxibenzilazida (5i) (0,092 g; 0,570 mmoal),
ascorbato de sddio (0,0450 g; 0,228 mmol) e CuSO45H,0 (0,0280 g; 0,114

mmol).
Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,44 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'%).
Faixa de fusao: 66,7-67,8 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3141, 3010, 2953, 2833, 1979, 1671, 1584, 1507, 1463,
1427, 1397, 1348, 1266, 1248, 1234, 1178, 1138, 1047, 1029, 991, 848, 811, 779,
728, 636, 552, 516, 460. O espectro € apresentado na Figura A29 (pg. 251) no

anexo.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) &: 3,78 (s, 3H, OCH3'); 3,87 (s, 3H, OCHs); 5,31 (s,
2H, H-8); 5,43 (s, 2H, H-7°); 6,87 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-3'/H-5"); 7,18-7,22 (m, 3H,
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H-2'/H-6'/H-6); 7,37-7,40 (m, 1H, H-5); 7,42 (d, 1H, J = 1,8 Hz, /H-3); 7,54 (s, 1H,
H-10); 9,82 (s, 1H, CHO). O espectro € apresentado na Figura A30 (pg. 252) no

anexo.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 53,8 (C-7’); 55,3 (OCH5'); 55,9 (OCH3); 62,9 (C-
8); 109,2 (C-3); 112,5 (C-6); 114,3 (C-3'/C-5); 122,8 (C-10); 126,1 (C-1’); 126,7
(C-5); 129,6 (C-2'/C-6’); 130,3 (C-4); 143,1 (C-9); 149,9 (C-2); 152,9 (C-1); 159,9
(C-4’); 190,9 (CHO). O espectro é apresentado na Figura A31 (pg. 253) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para Ci9H20N304: 354,14538, encontrado: 354,14528. O espectro €

apresentado na Figura A32 (pg. 254) no anexo.

Sintese do 3-metoxi-4-((1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-

illmetoxi)benzaldeido (6j)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,266 g; 0,654 mmol)
com 89% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,240 g; 0,740 mmol), 4-trifluorometoxibenzilazida (5j) (0,161 g; 0,740 mmol),
ascorbato de sddio (0,0590 g; 0,296 mmol) e CuSO45H,0 (0,0370 g; 0,148

mmol).

Caracteristica: sdlido branco.

CCD: R;= 0,68 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fus&o: 108,6-109,5 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3146, 3080, 3000, 2963, 2824, 2750, 1976, 1682, 1585,
1506, 1463, 1424, 1396, 1261, 1214, 1150, 1120, 1053, 1029, 985, 853, 818, 793,
727, 635, 588. O espectro € apresentado na Figura A33 (pg. 255) no anexo.
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RMN de *H (300 MHz, CDCl3) &: 3,88 (s, 3H, OCHzs); 5,34 (s, 2H, H-8); 5,51 (s,
2H, H-7"); 7,18-7,22 (m, 3H, H-3'/H-5'/H-6); 7,30 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2'/H-6");
7,39-7,43 (m, 2H, H-3/H-5); 7,61 (s, 1H, H-10); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro &

apresentado na Figura A34 (pg. 256) no anexo.

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) &: 53,2 (C-7’); 55,7 (OCHs); 62,9 (C-8); 109,4 (C-3);
112,8 (C-6); 120,3 (g*, J = 256,1 Hz, OCF3); 121,5 (C-10); 123,1 (C-5); 126,5 (C-
3’/C-5’); 129,9 (C-2'/C-6’); 130,9 (C-4); 132,7 (C-1°); 144,0 (C-9); 149,4 (q, J = 2,3
Hz, C-4’); 150,0 (C-2); 152,7 (C-1); 190,8 (CHO). O espectro é apresentado na
Figura A35 (pg. 257) no anexo.

*Nao foi possivel observar todos os sinais do quarteto referente ao acoplamento
do carbono do grupo OCF3. A auséncia de um dos sinais pode ser justificada por
se encontrar, provavelmente, na regido do ruido do equipamento. Entretanto,
apesar de serem visualizados apenas trés sinais, foi possivel calcular a constante
de acoplamento cujo valor estd de acordo com aquele descrito na literatura
(PRETSCH et al., 1989).

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CigH17F3N304: 408,11712, encontrado: 408,11677. O espectro €

apresentado na Figura A36 (pg. 258) no anexo.

Sintese do 4-((1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metoxi)-3-metoxibenzaldeido (6k)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,215 g; 0,666 mmol)
com 72% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldeido
(2) (0,177 g; 0,930 mmol), benzilazida (5k) (0,124 g; 0,930 mmol), ascorbato de
sédio (0,0740 g; 0,372 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0470 g; 0,186 mmol).

Caracteristica: sélido branco.
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CCD: R;= 0,61 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fus&o: 99,3-100,7 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3142, 3066, 3027, 3003, 2941, 2847, 2775, 1977, 1668,
1584, 1506, 1465, 1429, 1396, 1347, 1265, 1233, 1214, 1162, 1137, 1050, 1030,
991, 858, 807, 755, 716, 697, 635, 563, 470. O espectro € apresentado na Figura
A37 (pg. 259) no anexo.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) &: 3,86 (s, 3H, OCHs); 5,32 (s, 2H, H-8); 5,49 (s,
2H, H-7’); 7,19 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,23-7,26 (m, 2H, H-3/H-5); 7,33-7,41 (m,
5H, H-2'/H-3'/H-4'/H-5'/H-6"); 7,57 (s, 1H, H-10); 9,82 (s, 1H, CHO). O espectro é
apresentado na Figura A38 (pg. 260) no anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 54,2 (C-7’); 55,9 (OCHs); 62,8 (C-8); 109,4 (C-3);
112,6 (C-6); 122,9 (C-10); 126,5 (C-5); 127,9 (C-2’/C-6’); 128,8 (C-4’); 129,1 (C-
3'/C-5’); 130,5 (C-4); 134,2 (C-1’); 143,4 (C-9); 149,6 (C-2); 152,9 (C-1); 190,6
(CHO). O espectro é apresentado na Figura A39 (pg. 261) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CigHi1gN3Osz: 324,13482, encontrado: 324,13429; [M+Na]':
Calculado para CigH17N3NaOgs: 346,11676, encontrado: 346,11621. O espectro €
apresentado na Figura A40 (pg. 262) no anexo.

Sintese do 4-(3-(1-(4-isopropilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-
metoxibenzaldeido (7a)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,217 g; 0,552 mmol)
com 87% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,139 g; 0,640 mmol), 4-isopropilbenzilazida (5a) (0,112 g; 0,640 mmol),
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ascorbato de soédio (0,0506 g; 0,256 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0319 g; 0,128

mmol).

Caracteristica: solido branco.

CCD: R;= 0,61 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fus&o: 112,3-112,7 °C.

IV (ATR) Vmad/cm™ 3125, 3001, 2962, 2913, 2871, 2837, 2017, 1671, 1583,
1508, 1459, 1422, 1399, 1327, 1264, 1235, 1160, 1131, 1028, 1009, 964, 859,
814, 788, 731, 708, 651, 571, 538, 482. O espectro é apresentado na Figura A4l
(pg. 263) no anexo.

RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) &: 1,16 (d, 2H, J = 6,9 Hz, CH3/CHs3"); 2,07
(quint, 2H, J= 7,0 Hz, H-9); 2,77 (t, 2H, J = 7,7 Hz, H-10); 2,85 (sept, 1H, J = 6,9
Hz, H-8"); 3,83 (s, 3H, OCHj3); 4,11 (t, 2H, J = 6,5 Hz, H-8); 5,48 (s, 2H, H-7’); 7,14
(d, 1H, J = 8,2 Hz, H-6); 7,19-7,23 (m, 4H, H-2'/H-3'/H-5'/H-6"); 7,39 (d, 1H, J =1,7
Hz, H-3); 7,52 (dd, 1H, J; = 8,2 Hz e J, = 1,7 Hz, H-5); 7,94 (s, 1H, H-12); 9,83 (s,
1H, CHO). O espectro € apresentado na Figura A42 (pg. 264) no anexo.

RMN de *3C (125 MHz, DMSO-dg) &: 21,5 (C-10); 23,7 (CH3/CHs"); 28,2 (C-9);
33,0 (C-8’); 52,4 (C-7’); 55,5 (OCHj3); 67,6 (C-8); 109,7 (C-3); 112,0 (C-6); 122,1
(C-12); 126,0 (C-5); 126,5 (C-3'/C-5"); 127,8 (C-2’/C-6’); 129,6 (C-1’); 133,7 (C-4);
146,3 (C-11); 148,2 (C-4’); 149,2 (C-2); 153,5 (C-1); 191,3 (CHO). O espectro é
apresentado na Figura A43 (pg. 265) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CasH2gN3Os: 394,21307, encontrado: 394,21284; [M+Na]™:
Calculado para Cy3H,7N3NaOg3: 416,19501, encontrado: 416,19435. O espectro é

apresentado na Figura A44 (pg. 266) no anexo.
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Sintese do 3-metoxi-4-(3-(1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7b)
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Este composto foi obtido como um sdélido amarelo (0,242 g; 0,610 mmol)
com 69% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,194 ¢g; 0,890 mmol), 4-nitrobenzilazida (5b) (0,158 g; 0,890 mmoal),
ascorbato de sédio (0,0703 g; 0,356 mmol) e CuSO45H,0 (0,0444 g; 0,178

mmol).
Caracteristica: sélido amarelo.

CCD: R;= 0,28 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).

Faixa de fusao: 133,8-134,2 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3150, 3080, 2956, 2912, 2834, 1976, 1671, 1584, 1508,
1469, 1406, 1345, 1279, 1260, 1237, 1131, 1026, 1003, 860, 807, 728, 654, 590,
571, 432. O espectro é apresentado na Figura A45 (pg. 267) no anexo.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) &: 2,09 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-9); 2,80 (t, 2H,
J=7,5Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCH3); 4,12 (t, 2H, J = 6,2 Hz, H-8); 5,73 (s, 2H, H-
7'); 7,15 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,39 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H-3); 7,48 (d, 2H, J = 8,7
Hz, H-2'/H-6"; 7,52 (dd, 1H, J; = 8,1 Hz e J, = 1,6 Hz, H-5); 8,03 (s, 1H, H-12);
8,21 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-3'/H-5"); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é apresentado
na Figura A46 (pg. 268) no anexo.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-dg) &: 21,5 (C-10); 28,1 (C-9); 51,6 (C-7); 55,4
(OCHs): 67,5 (C-8); 109,5 (C-3); 112,0 (C-6); 122,6 (C-12); 123,8 (C-2//C-6);
126,0 (C-5); 128,8 (C-3'/C-5'); 129,5 (C-1'):; 143,6 (C-4); 146,5 (C-11); 147,0 (C-
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4’); 149,0 (C-2); 153,4 (C-1); 191,3 (CHO). O espectro € apresentado na Figura
A47 (pg. 269) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CyoH21N4Os: 397,15119, encontrado: 397,15097. O espectro é

apresentado na Figura A48 (pg. 270) no anexo.

Sintese do 4-(3-(1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7¢)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,221 g; 0,573 mmol)
com 89% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,241 g; 0,650 mmol), 4-clorobenzilazida (5¢) (0,109 g; 0,650 mmol),
ascorbato de sédio (0,0513 g; 0,260 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0324 g; 0,130

mmol).

Caracteristica: sdlido branco.

CCD: R;= 0,54 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fus&o: 67,9-68,4 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3151, 3088, 2949, 2907, 2835, 2016, 1672, 1585, 1508,
1492, 1470, 1449, 1406, 1327, 1279, 1259, 1236, 1130, 1083, 1028, 1007, 851,
825, 794, 775, 729, 654, 571, 508, 440. O espectro é apresentado na Figura A49
(pg. 271) no anexo.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg) &: 2,08 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-9): 2,78 (t, 2H,
J =7,7 Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCHs); 4,11 (t, 2H, J = 6,2 Hz, H-8); 5,55 (s, 2H, H-
7)); 7,14 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-6); 7,30 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-2'/H-6"): 7,39 (d, 1H, J
= 1,7 Hz, H-3); 7,42 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-3/H-5: 7,52 (dd, 1H, J1 = 8,2 Hz e J, =
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1,7 Hz, H-5); 7,96 (s, 1H, H-12); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é apresentado na
Figura A50 (pg. 272) no anexo.

RMN de **C (125 MHz, DMSO-dg) &: 21,5 (C-10); 28,2 (C-9); 51,9 (C-7’); 55,5
(OCHs3); 67,6 (C-8); 109,6 (C-3); 111,9 (C-6); 122,2 (C-12); 126,0 (C-5); 128,7 (C-
2’/C-6’); 129,5 (C-1’); 129,7 (C-3/C-5’); 132,7 (C-4); 135,2 (C-4’); 146,3 (C-11);
149,2 (C-2); 153,5 (C-1); 191,3 (CHO). O espectro é apresentado na Figura A51
(pg. 273) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para CyoH21CIN3O3: 386,12714, encontrado: 386,12664. O espectro é

apresentado na Figura A52 (pg. 274) no anexo.

Sintese do 4-(3-(1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7d)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,222 g; 0,601 mmol)
com 89% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,148 g; 0,680 mmol), 4-fluorobenzilazida (5d) (0,103 g; 0,680 mmol),
ascorbato de sddio (0,0537 g; 0,272 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0339 g; 0,136

mmol).

Caracteristica: sdlido branco.

CCD: R;= 0,55 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fuséo: 71,9-72,3 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3136, 3074, 2932, 2858, 2028, 1678, 1584, 1508, 1463,
1423, 1397, 1340, 1264, 1221, 1159, 1133, 1027, 940, 808, 780, 730, 654, 590,
533, 491. O espectro é apresentado na Figura A53 (pg. 275) no anexo.
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RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) &: 2,07 (quint, 2H, J = 6,8 Hz, H-9); 2,78 (t, 2H,
J =7,5Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCHjs); 4,11 (t, 2H, J = 6,5 Hz, H-8); 5,53 (s, 2H, H-
7), 7,14 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-6); 7,18 (tap, 2H, J = 8,7 Hz, H-3'/H-5"); 7,33-7,37 (m,
2H, H-2'/H-6"; 7,39 (d, 1H, J = 1,5 Hz, H-3); 7,52 (dd, 1H, J; =8,0 Hze J, =15
Hz, H-5); 7,96 (s, 1H, H-12); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é apresentado na
Figura A54 (pg. 276) no anexo.

RMN de **C (125 MHz, DMSO-dg) &: 21,5 (C-10); 28,2 (C-9); 51,8 (C-7’); 55,4
(OCHj3); 67,5 (C-8); 109,5 (C-3); 111,9 (C-6); 1155 (d, J = 21,2 Hz, C-3'/C-5’);
122,1 (C-12); 126,0 (C-5); 129,5 (C-1’); 130,0 (d, J = 7,5 Hz, C-2'/C-6’); 132,3 (C-
4); 146,3 (C-11); 149,2 (C-2); 153,5 (C-1); 161,7 (d, J = 230,0 Hz, C-4’); 191,3
(CHO). O espectro é apresentado na Figura A55 (pg. 277) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CyoH2:FN3O3: 370,15669, encontrado: 370,15635. O espectro €

apresentado na Figura A56 (pg. 278) no anexo.

Sintese do 4-(3-(1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7€)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,212 g; 0,444 mmol)
com 81% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,120 g; 0,550 mmol), 4-iodobenzilazida (5e) (0,142 g; 0,550 mmol),
ascorbato de soédio (0,0434 g; 0,220 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0275 g; 0,110

mmol).

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,52 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
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Faixa de fusao: 60,5-61,8 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3130, 3073, 2960, 2940, 2825, 2763, 1990, 1668, 1583,
1508, 1461, 1422, 1400, 1351, 1278, 1261, 1239, 1135, 1027, 1006, 929, 857,
822, 805, 776, 730, 652, 592, 473. O espectro é apresentado na Figura A57 (pg.

279) no anexo.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) &: 2,07 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-9); 2,78 (t, 2H,
J=7,5Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCH3); 4,11 (t, 2H, J = 6,2 Hz, H-8); 5,50 (s, 2H, H-
7’); 7,07 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-2'/H-6"); 7,14 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-6); 7,39 (d, 1H, J
= 1,6 Hz, H-3); 7,52 (dd, 1H, J; = 8,3 Hz e J, = 1,6 Hz, H-5); 7,72 (d, 2H, J = 8,0
Hz, H-3'/H-5"); 7,95 (s, 1H, H-12); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é apresentado na
Figura A58 (pg. 280) no anexo.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d¢) &: 21,5 (C-10); 28,2 (C-9); 52,1 (C-7’); 55,4
(OCHa); 67,7 (C-8); 94,1 (C-4’); 109,5 (C-3); 111,9 (C-6); 122,2 (C-12); 126,0 (C-
5); 129,5 (C-1"); 130,0 (C-2’/C-6’); 135,8 (C-4); 137,4 (C-3'/C-5'); 146,3 (C-11);
149,0 (C-2); 153,5 (C-1); 191,2 (CHO). O espectro é apresentado na Figura A59
(pg. 281) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para CyoH21IN3O3: 478,06276, encontrado: 478,06281. O espectro é

apresentado na Figura A60 (pg. 282) no anexo.

Sintese do 4-(3-(1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7f)

Este composto foi obtido como um solido branco (0,201 g; 0,467 mmol)

com 80% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido



63

(3) (0,126 g; 0,580 mmol), 4-bromobenzilazida (5f) (0,123 g; 0,580 mmol),
ascorbato de sodio (0,0458 g; 0,232 mmol) e CuSO45H,0 (0,0289 g; 0,116

mmol).

Caracteristica: soélido branco.
CCD: R;= 0,41 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fusao: 74,2-74,8 °C.

IV (ATR) Vmadcm™: 3131, 3078, 2944, 2831, 2759, 2021, 1672, 1581, 1551,
1505, 1461, 1423, 1400, 1346, 1261, 1237, 1213, 1134, 1026, 1010, 940, 853,
801, 773, 729, 652, 571, 476. O espectro é apresentado na Figura A61 (pg. 283)

Nno anexo.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) &: 2,08 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-9); 2,78 (t, 2H,
J =7,5 Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCHj3); 4,11 (t, 2H, J = 6,2 Hz, H-8); 5,55 (s, 2H, H-
7); 7,14 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-6); 7,23 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-2'/H-6"); 7,39 (d, 1H, J
= 1,8 Hz, H-3); 7,52 (dd, 1H, J; = 8,3 Hz e J, = 1,8 Hz, H-5); 7,55 (d, 2H, J = 8,5
Hz, H-3'/H-5"); 7,96 (s, 1H, H-12); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é apresentado na
Figura A62 (pg. 284) no anexo.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d¢) &: 21,4 (C-10); 28,2 (C-9); 51,9 (C-7’); 55,5
(OCH3); 67,6 (C-8); 109,6 (C-3); 112,0 (C-6); 121,2 (C-4’); 122,2 (C-12); 126,0 (C-
5); 129,5 (C-1°); 130,0 (C-2'/C-6’); 131,6 (C-3/C-5); 135,6 (C-4); 146,5 (C-11);
149,2 (C-2); 153,4 (C-1); 191,3 (CHO). O espectro € apresentado na Figura A63
(pg. 285) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CyoH21BrN3;Os: 430,07663, encontrado: 430,07679; [M+Na]™:
Calculado para CyoH20BrNsNaO3: 452,05857, encontrado: 452,05813. O espectro

€ apresentado na Figura A64 (pg. 286) no anexo.
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Sintese do 4-(3-(1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7g)

5 6
o] 8 10

4 1 N\
(0] NN
LT3 A 9 M\ o 3
12 N 1 4
OCHs \7'_@%3

6' 5

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,220 g; 0,603 mmol)
com 88% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,148 g; 0,680 mmol), 4-metilbenzilazida (5g) (0,100 g; 0,680 mmoal),
ascorbato de sédio (0,0537 g; 0,272 mmol) e CuSO45H,0 (0,0339 g; 0,136

mmol).
Caracteristica: solido branco.
CCD: R;= 0,46 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).

Faixa de fusao: 81,5-82,3 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3123, 3078, 2997, 2935, 2917, 2873, 2831, 2157, 1669,
1582, 1507, 1460, 1423, 1399, 1333, 1260, 1234, 1161, 1133, 1028, 1006, 862,
822, 785, 756, 729, 653, 592, 480. O espectro é apresentado na Figura A65 (pg.
287) no anexo.

RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) &: 2,07 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-9); 2,26 (s, 3H,
CHs); 2,77 (t, 2H, J = 7,5 Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCHy); 4,11 (t, 2H, J = 6,2 Hz, H-
8); 5,47 (s, 2H, H-7’); 7,13-7,19 (m, 5H, H-6/H-2'/H-3'/H-5'/H-6"); 7,39 (d, 1H, J =
1,6 Hz, H-3); 7,52 (dd, 1H, J, = 8,2 Hz e J, = 1,6 Hz, H-5); 7,92 (s, 1H, H-12); 9,83
(s, 1H, CHO). O espectro € apresentado na Figura A66 (pg. 288) no anexo.

RMN de *3C (125 MHz, DMSO-d¢) &: 20,5 (CHs); 21,4 (C-10); 28,2 (C-9); 52,3 (C-
7'); 55,4 (OCHa); 67,6 (C-8); 109,6 (C-3); 111,8 (C-6); 122,0 (C-12); 126,0 (C-5);
127,8 (C-3'/C-5); 129,2 (C-2'/C-6); 129,5 (C-1’); 133,1 (C-4); 137,1 (C-4’); 146,3
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(C-11); 149,2 (C-2); 153,4 (C-1); 191,3 (CHO). O espectro € apresentado na
Figura A67 (pg. 289) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para C,1H24N303: 366,18177, encontrado: 366,18128. O espectro é

apresentado na Figura A68 (pg. 290) no anexo.

Sintese do 4-(3-(1-(4-(trifluorometil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7h)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,169 g; 0,403 mmol)
com 88% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,111 g; 0,510 mmoal), 4-trifluorometilbenzilazida (5h) (0,103 g; 0,510 mmol),
ascorbato de sédio (0,0403 g; 0,204 mmol) e CuSO45H,0 (0,0255 g; 0,102

mmol).

Caracteristica: sdlido branco.

CCD: R;= 0,58 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'').
Faixa de fus&o: 94,9-95,8 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3169, 3086, 2954, 2906, 2831, 2011, 1672, 1584, 1508,
1470, 1420, 1404, 1323, 1279, 1258, 1153, 1131, 1109, 1065, 1021, 1006, 859,
797, 784, 727, 655, 591, 570, 422. O espectro é apresentado na Figura A69 (pg.

291) no anexo.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg) &: 2,09 (quint, 2H, J = 7,0 Hz, H-9); 2,80 (t, 2H,
J = 7,5 Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCHs); 4,12 (t, 2H, J = 6,5 Hz, H-8); 5,67 (s, 2H, H-
7)): 7,15 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-6); 7,39 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H-3); 7,45 (d, 2H, J = 8,2
Hz, H-2//H-6'); 7,52 (dd, 1H, J; = 8,2 Hz e J, = 1,7 Hz, H-5); 7,73 (d, 2H, J = 8,2
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Hz, H-3'/H-5"; 8,01 (s, 1H, H-12); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro é apresentado na
Figura A70 (pg. 292) no anexo.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d¢) &: 21,4 (C-10); 28,0 (C-9); 52,0 (C-7’); 55,4
(OCHs); 67,4 (C-8); 109,6 (C-3); 111,9 (C-6); 122,2 (C-12); 124,1 (q, J = 270,8 Hz,
CF3); 125,6 (g, J = 3,7 Hz, C-3'/C-5’); 126,0 (C-5); 128,4 (C-2°/C-6"); 128,5 (q, J =
31,6 Hz, C-4’); 129,6 (C-4); 140,9 (C-1’); 146,6 (C-11); 149,2 (C-2); 153,5 (C-1);
191,3 (CHO). O espectro é apresentado na Figura A71 (pg. 293) no anexo.

*Nao foi possivel observar todos os sinais do quarteto referente ao acoplamento
do carbono do grupo CFs. A auséncia de um dos sinais pode ser justificada por se
encontrar, provavelmente, na regido do ruido do equipamento. Entretanto, apesar
de serem visualizados apenas trés sinais, foi possivel calcular a constante de
acoplamento cujo valor esta de acordo com aquele descrito na literatura
(PRETSCH et al., 1989).

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para C,1H21F3N3O3: 420,15350, encontrado: 420,15310. O espectro €

apresentado na Figura A72 (pg. 294) no anexo.

Sintese do 4-(3-(1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7i)
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Este composto foi obtido como um sélido branco (0,227 g; 0,596 mmol)
com 91% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,144 g; 0,660 mmol), 4-metoxibenzilazida (5i) (0,108 g; 0,660 mmol),
ascorbato de soédio (0,0521 g; 0,264 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0329 g; 0,132

mmol).

Caracteristica: sélido branco.
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CCD: R;= 0,49 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fuséo: 71,7-72,3 °C.

IV (ATR) Vmad/ecm™: 3134, 3078, 2993, 2939, 2834, 2757, 2009, 1669, 1596,
1582, 1508, 1459, 1422, 1398, 1364, 1331, 1248, 1175, 1133, 1026, 1004, 859,
810, 790, 728, 653, 592, 555, 512, 485. O espectro € apresentado na Figura 2.20

(pg. 96).

RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) &: 2,06 (quint, 2H, J = 6,8 Hz, H-9); 2,76 (t, 2H,
J =75 Hz, H-10); 3,72 (s, 3H, OCHa); 3,83 (s, 3H, OCHs); 4,11 (t, 2H, J = 6,5 Hz,
H-8): 5,45 (s, 2H, H-7); 6,90 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-3/H-5"); 7,14 (d, 1H, J = 8,1 Hz,
H-6); 7,25 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-2/H-6); 7,39 (d, 1H, J = 1,6 Hz, H-3); 7,52 (dd,
1H, J; = 8,1 Hz e J, = 1,6 Hz, H-5); 7,90 (s, 1H, H-12); 9,83 (s, 1H, CHO). O

espectro é apresentado na Figura 2.21 (pg. 97).

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d¢) &: 21,4 (C-10); 28,2 (C-9); 52,2 (C-7’); 55,0
(OCH3); 55,5 (OCHs); 67,6 (C-8); 109,3 (C-3); 111,7 (C-6); 114,1 (C-3'/C-5');
121,8 (C-12); 125,7 (C-5); 128,1 (C-1’); 129,4 (C-2'/C-6’); 129,5 (C-4); 146,3 (C-
11); 149,2 (C-2); 153,4 (C-1); 159,0 (C-4’); 191,3 (CHO). O espectro é
apresentado na Figura 2.22 (pg. 98).

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]"
Calculado para C,;H24N304: 382,17668, encontrado: 382,17643. O espectro €
apresentado na Figura 2.23 (pg. 99).

Sintese do 4-(3-(1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-

metoxibenzaldeido (7))
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Este composto foi obtido como um soélido branco (0,190 g; 0,437 mmol)
com 87% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,111 g; 0,510 mmol), 4-trifluorometoxibenzilazida (5j) (0,111 g; 0,510 mmol),
ascorbato de soédio (0,0403 g; 0,204 mmol) e CuSO45H,0 (0,0255 g; 0,102

mmol).

Caracteristica: solido branco.

CCD: R;= 0,60 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fus&o: 52,3-53,8 °C.

IV (ATR) Vmadcm™ 3132, 3078, 2961, 2834, 2769, 1976, 1671, 1586, 1509,
1466, 1424, 1401, 1352, 1276, 1259, 1134, 1048, 1027, 928, 857, 814, 771, 731,
652, 590, 573, 516, 488. O espectro é apresentado na Figura A73 (pg. 295) no

anexo.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-dg) &: 2,08 (quint, 2H, J = 6,8 Hz, H-9); 2,79 (t, 2H,
J =7,7 Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCHs); 4,12 (t, 2H, J = 6,2 Hz, H-8); 5,59 (s, 2H, H-
7)); 7,15 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6); 7,35-7,41 (m, 5H, H-3/H-2/H-3'/H-5'H-6"); 7,52
(dd, 1H, J; = 8,1 Hz e J, = 1,7 Hz, H-5); 7,99 (s, 1H, H-12); 9,83 (s, 1H, CHO). O

espectro é apresentado na Figura A74 (pg. 296) no anexo.

RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d¢) &: 21,5 (C-10); 28,2 (C-9): 51,6 (C-7'); 55,4
(OCHs); 67,6 (C-8); 109,6 (C-3); 112,0 (C-6); 120,0 (g, J = 254,5 Hz, OCFs); 121,3
(C-2/C-6'); 122,2 (C-12); 126,0 (C-5); 129,7 (C-3'/C-5'); 129,5 (C-1'); 135,7 (C-4);
146,5 (C-11); 147,9 (C-4’); 149,2 (C-2); 153,5 (C-1); 191,3 (CHO). O espectro é

apresentado na Figura A75 (pg. 297) no anexo.

*Nao foi possivel observar todos os sinais do quarteto referente ao acoplamento
do carbono do grupo OCF3. A auséncia de um dos sinais pode ser justificada por
se encontrar, provavelmente, na regido do ruido do equipamento. Entretanto,
apesar de serem visualizados apenas trés sinais, foi possivel calcular a constante
de acoplamento cujo valor estd de acordo com aquele descrito na literatura
(PRETSCH et al., 1989).
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ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUQAO m/z [M+H]":
Calculado para C,iH21F3N3O4: 436,14842, encontrado: 436,14798; [M+Na]™:
Calculado para C,1H20F3sN3NaO,: 458,13036, encontrado: 458,12986. O espectro
é apresentado na Figura A76 (pg. 298) no anexo.

Sintese do 4-(3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)propoxi)-3-metoxibenzaldeido (7k)

Este composto foi obtido como um sélido branco (0,208 g; 0,593 mmol)
com 83% de rendimento empregando-se 3-metoxi-4-(pent-4-in-1-iloxi)benzaldeido
(3) (0,155 g; 0,710 mmol), benzilazida (5k) (0,094 g; 0,710 mmol), ascorbato de
sédio (0,0561 g; 0,284 mmol) e CuSO4-5H,0 (0,0355 g; 0,142 mmol).

Caracteristica: sélido branco.
CCD: R;= 0,63 (acetato de etila-hexano 2:1 v v'}).
Faixa de fusao: 73,8-74,9 °C.

IV (ATR) Vma/cm™: 3121, 3081, 2938, 2838, 2015, 1670, 1581, 1506, 1458,
1423, 1399, 1332, 1259, 1231, 1130, 1027, 1005, 859, 818, 728, 706, 653, 592,
567, 483, 460. O espectro é apresentado na Figura A77 (pg. 299) no anexo.

RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg) &: 2,08 (quint, 2H, J= 7,0 Hz, H-9); 2,78 (t, 2H, J
= 7,7 Hz, H-10); 3,83 (s, 3H, OCHs); 4,11 (t, 2H, J = 6,2 Hz, H-8); 5,54 (s, 2H, H-
7'); 7,14 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-6); 7,26-7,38 (m, 5H, H-2'/H-3'/H-4'/H-5'/H-6"); 7,39
(d, 1H, J = 1,8 Hz, H-3); 7,52 (dd, 1H, J; = 8,3 Hz e J, = 1,8 Hz, H-5); 7,96 (s, 1H,
H-12); 9,83 (s, 1H, CHO). O espectro € apresentado na Figura A78 (pg. 300) no

anexo.

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d¢) & 21,5 (C-10); 28,2 (C-9); 52,6 (C-7’); 55,4
(OCHs); 67,6 (C-8); 109,6 (C-3); 111,9 (C-6); 122,2 (C-12); 126,0 (C-5); 127,7 (C-
2'/C-6’); 128,0 (C-4’); 128,7 (C-3'/C-5'); 129,5 (C-1’); 136,2 (C-4); 146,3 (C-11);
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149,2 (C-2); 153,5 (C-1); 191,3 (CHO). O espectro é apresentado na Figura A79
(pg. 301) no anexo.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO m/z [M+H]":
Calculado para CyoH2N3Os: 352,16612, encontrado: 352,16568; [M+Na]™:
Calculado para CyH21N3NaOg3: 374,14806, encontrado: 374,14738. O espectro &
apresentado na Figura A80 (pg. 302) no anexo.

2.4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos triazolicos derivados da vanilina foram sintetizados de

acordo com a rota sintética apresentada no Esquema 2.4.

o
1. Acetona, K,CO O/\
— s
OH =N H
H5CO (2) = (72%)
OCH3z
H 1. (Bu)4sNBr o
o] 2. 35% NaOH(aq) o/\/\
3. tolueno, 0 °C — 50 °C %
o) 4, ///\/\OMS H
(3) — (68%)
ON N\\
n [OX) N
X \ ]
H,CO 1. ArN3 H3CO N
2. Ascorbato de sodio \Ar
3. CH,Cly/H,0
4. CuS04.5H,0, t.a.
o H g7 TH
(2): n=1 —» (72%) (6a-6k): n=1 —> (60-89 %)
(3):n=3 — (68%) (7a-7k): n =3 —> (69-91 %)
CH2 CH2 CH2 CH2 CH2 CH2 CH2 CH2 CHZ CH2 CH2
Ar=
NO, cl F I Br CHj; CF;  OCH; OCFs
(a) (b) (c) (d) (e) () (9) (h) (M) )] (k)

Esquema 2.4. Reacdes envolvidas na preparacdo dos compostos triazolicos

derivados da vanilina.
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A etapa inicial deste trabalho consistiu na preparacdo do composto 2 a
partir da reacdo de propargilacdo entre a vanilina (1), obtida comercialmente, e 0
brometo de propargila. Empregando-se condi¢des classicas conforme descrito na
literatura (PINGAEW et al., 2014), o composto 1 reagiu com o brometo de
propargila via reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular, culminando na
obtencdo do composto 2 em 72 % de rendimento. No Esquema 2.5 esta

apresentada uma proposta mecanistica para a obten¢éo deste alcino.

I
®

N ™~
o: | | (‘VO/\ o/\\\
HsCO \' H3CO H3CO
2K* CO32 f
Br ;
Br HCO3"
o’ H g~ H o’ H

(1) )

Esquema 2.5. Proposta mecanistica para a obtencao do composto 2.

Uma vez sintetizado, a identidade do composto 2 foi confirmada de
maneira inequivoca pela espectrometria de massas de alta resolucdo e
espectroscopias no IV e de RMN de *H e *3C.

Analisando o espectro no IV do composto 2 (Figura 2.6, pg. 73) a presenca
da banda em 3258 cm™, atribuida ao estiramento Csp-H de alcinos, juntamente
com a banda em 2120 cm™, atribuida ao estiramento carbono-carbono de
ligacdes triplas, confirma a presenca do fragmento de alcino terminal na estrutura
do composto 2. A banda atribuida ao estiramento da ligacdo C-H de carbono com
hibridizag&o sp?, foi observada em 2938 cm™. As bandas em 1586, 1505 e 1455
cm™ foram atribuidas aos estiramentos da ligacdo C=C de anel aromatico. J4 as
bandas em 3078 e 3006 cm™ foram relacionadas aos estiramentos da ligacdo
=CH de anel aromaético. Por fim, destacam-se as bandas em 2833 e 2728 cm™,
atribuidas ao estiramento da ligacdo C-H de aldeido, a banda em 1677 cm™,
atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 de aldeidos aromaticos, e as bandas em
1260 e 1008 cm™ referentes ao estiramento da ligacdo C-O de éter aromatico
(BARBOSA, 2008).

No espectro de RMN de *H do composto 2 (Figura 2.7, pg. 74) observou-se
que o sinal mais blindado corresponde ao hidrogénio do alcino terminal, sendo

este observado como um simpleto em &4 2,55 e integrado para um hidrogénio. O
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simpleto observado em &y 3,91 foi atribuido aos atomos de hidrogénio do grupo
metoxila (-OCHs). Em 6y 4,83, o simpleto integrado para dois atomos de
hidrogénio, foi atribuido aos hidrogénios metilénicos H-8. Na regido de
deslocamento quimico caracteristica de hidrogénios aromaticos o dupleto
observado em &y 7,12 e integrado para dois atomos de hidrogénio apresentou
constante de acoplamento J = 8,1 Hz e foi atribuido ao hidrogénio H-6. Este valor
de constante de acoplamento € tipico para acoplamento de hidrogénios em
posicdo orto e esta de acordo com a literatura (PAVIA et al., 2015). Observou-se
também nesta regido a presenca de um multipleto em 6y 7,40-7,46 atribuido aos
hidrogénios H-3 e H-5. Por fim, o simpleto desblindado observado em oy 9,84 e
integrado para um atomo de hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio do grupo
aldeido (-CHO).

No espectro de RMN de *3C (Figura 2.8, pg. 75) observa-se que o himero
de sinais presentes no espectro € compativel com a estrutura desta substancia.
Assim, o sinal observado em &¢ 56,0 foi associado ao carbono do grupo metoxila
(OCHs3). O sinal observado em ¢ 56,7 foi atribuido ao carbono metilénico (C-8).
Os sinais em Oc 76,7 e 6¢c 77,4 correspondem aos carbonos sp C-10 e C-9,
respectivamente. O sinal do carbono do grupo aldeido (CHO) foi observado em &¢
190,9. Os demais sinais correspondem aos carbonos do anel aromatico e
aparecem em 0¢ 109,3 (C-3); 112,4 (C-6); 126,2 (C-5); 130,8 (C-4); 149,9 (C-2);
152,0 (C-1).

O espectro de massas de alta resolucéo forneceu a massa exata [M+H]" de
191,07039 compativel com a formula molecular esperada para o composto 2
(C11H1103) (Figura 2.9, pg. 76).
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Posteriormente, tendo como objetivo avaliar a influéncia do aumento da
cadeia carbdnica na atividade bioldgica dos derivados triazdlicos da vanilina (1),
foi realizada a sintese do alcino 3. Para isto, a vanilina (1) foi tratada com pent-4-
in-1-il-metanosulfonato e solucdo aquosa de NaOH 35% (m v'') na presenca do
catalisador de transferéncia de fase (brometo de tetrabutilamoénio,((Bu)sNBr) em
tolueno, resultando na formac&o do produto via reacdo Sy2 e rendimento igual a
68% (Esquema 2.4, pg. 70). Vale ressaltar que a metodologia utilizada para a
preparacdo de 2 foi inicialmente testada para a sintese do composto 3. No
entanto, devido ao baixo rendimento obtido (inferior a 30%) buscou-se por uma
nova metodologia eficiente e que fornecesse valor de rendimento sinteticamente
atil.

A catalise de transferéncia de fase (CTF), introduzida no final dos anos
1960, se tornou um método popular e € amplamente utilizada em sintese
organica. Desde entdo, esta metodologia tem sido bastante aplicada, uma vez
gue promove reacfes em sistemas imisciveis de duas fases, ndo requer o uso de
solventes anidros, fornece produtos com altos rendimentos e com elevado grau
de pureza, ndo requer altas temperaturas, apresenta baixo custo e pode ser
utilizada para os mais diversos tipos de reac¢des, inclusive na sintese organica
assimétrica (SCHETTIN et al., 2018; PATEL et al., 2018).

Diversos tipos de compostos catalisam estas reagdes, como por exemplo,
sais de amébnio quaternarios, sais de fosfénio quaternarios, poliéteres
macrociclicos (éteres de coroa e criptandos), polimeros, dentre outros
(LUCCHESE & MARZORATI, 2000). No entanto, os sais de amonio quaternarios
séo os catalisadores mais utilizados e convenientes, visto que possuem eficiéncia
elevada, apresentam baixo custo e sao relativamente estaveis (SCHETTIN et al.,
2018; PATEL et al., 2018). Logo, para a sintese do alquino 3 o catalisador de
escolha foi o brometo de tetrabutilaménio, (Bu)sNBr.

Do ponto de vista mecanistico, é apresentada no Esquema 2.6 (pg. 78) a
proposta sugerida por Makosza e colaboradores (1969). Segundo esta proposta,
ocorre inicialmente a desprotonagdo da vanilina (1) pela base (NaOH) na
interface, resultando na formacao do alcoxido de sddio. Em seguida, ocorre uma
troca i6nica entre o alcoxido e o catalisador de transferéncia de fase ((Bu)sNBr),
gerando o alcoxido de amonio quaternario. Este por sua vez, é entdo transferido

para a fase organica onde reage com o composto alquilante (pent-4-in-1-
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iimetanosulfonato) via Sy2 para formar o alquino terminal 3 com concomitante

regeneracao do catalisador.

Fase Organica
® o /\/\
(Bu)N O 0 A
HsCO OMs H,CO
® O
+ D ——— (Bu)4N Br +
o~ H | | o’
(3)
Interface
0 ®
OH ONa
H3CO HyCO
® O 3
+ Na OH —_— + H,O
o’ H o7 H
Fase Aquosa
® © ® ©
Na OH Na Br

Esquema 2.6. Proposta de mecanismo para CTF sugerido por Makosza e
colaboradores (1969).

Uma vez sintetizado, a identidade do composto 3 foi confirmada pela
espectrometria de massa de alta resolucdo e espectroscopias no IV e de RMN de
'H e BcC.

Analisando o espectro no IV do composto 3 (Figura 2.10, pg. 81) a
presenca da banda em 3214 cm™, atribuida ao estiramento Csp-H de alcinos,
juntamente com a banda em 2165 cm™, atribuida ao estiramento carbono-carbono
de ligacdes triplas, confirmam a presenca do fragmento de alcino terminal na
estrutura do composto 3. A banda atribuida ao estiramento da ligacdo C-H de
carbono com hibridizacdo sp®, foi observada em 2956 cm™. As bandas em 1582,
1506 e 1460 cm™ foram atribuidas aos estiramentos da ligagdo C=C de anel
aromatico. Por fim, destacam-se as bandas em 2825 e 2730 cm™, atribuidas ao
estiramento da ligacdo C-H de aldeido, a banda em 1673 cm™ atribuida ao
estiramento da ligagcdo C=0 de aldeidos aromaticos, e as bandas em 1263 e 1027
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cm™ referentes ao estiramento da ligacdo C-O de éter aroméatico (BARBOSA,
2008).

No espectro de RMN de *H do composto 3 (Figura 2.11, pg. 82) observou-
se em 0y 1,92 um quinteto integrado para dois atomos de hidrogénio referente ao
hidrogénios metilénicos H-9, confirmando assim o acoplamento destes dois
hidrogénios com os atomos vizinhos H-10 e H-8. O sinal em &y 2,33 e atribuido
aos hidrogénios H-10 apresentou-se como um tripleto de dupletos com constantes
de acoplamentos iguais a J; = 7,0 Hz e J, = 2,6 Hz, referentes ao acoplamento de
H-10 com os hidrogénios H-9 e H-12, respectivamente. Ja o tripleto, presente em
Oy 2,82 e integrado para um &tomo de hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio
acetilénico H-12. Este sinal possui constante de acoplamento J = 2,6 Hz, que
corresponde ao valor de acoplamento tipico de alcinos terminais a longa distancia
e confirma o acoplamento deste hidrogénio com os hidrogénios vizinhos H-10. O
simpleto observado em 6y 3,83 foi atribuido aos &tomos de hidrogénio do grupo
metoxila (-OCHg). O tripleto observado em &y 4,14 e integrado para dois &tomos
de hidrogénio apresentou constante de acoplamento J = 6,0 Hz e foi atribuido ao
hidrogénio H-8. Na regido de deslocamento quimico caracteristica de hidrogénios
aromaticos, o dupleto observado em 6y 7,18 e integrado para um atomo de
hidrogénio apresentou constante de acoplamento J = 8,3 Hz e foi atribuido ao
hidrogénio H-6. Este valor de constante de acoplamento € tipico para
acoplamento de hidrogénios em posicao orto e estd de acordo com a literatura
(PAVIA et al., 2015). Observou-se também nesta regido a presenca do dupleto
em &y 7,39 atribuido ao hidrogénio H-3 (J = 1,6 Hz) e do dupleto de dupletos em
O6n 7,53 (J1 = 8,3 Hz e J, = 1,6 Hz) atribuido aos hidrogénios H-5. Por fim, o
simpleto desblindado observado em &y 9,83 e integrado para um atomo de
hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio do grupo aldeido (-CHO).

No espectro de RMN de *C do composto 3 (Figura 2.12, pg. 83) observa-
se que o numero de sinais presentes no espectro € compativel com a estrutura
desta substancia. Os sinais observados em 6¢ 15,1 e 6¢ 27,7 foram atribuidos aos
carbonos metilénicos C-10 e C-9. O sinal observado em o¢ 56,0 foi associado ao
carbono do grupo metoxila (OCHs). Os sinais em d¢c 67,2 e & 83,0 correspondem
aos carbonos sp C-12 e C-11, respectivamente. O menor deslocamento quimico
observado para o C-12 ocorre em razdo da blindagem anisotropica provocada

pelas ligagdes n. O sinal observado em ¢ 69,1 foi atribuido ao carbono metilénico
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(C-8). Ja o sinal do carbono do grupo aldeido (CHO) foi observado em ¢ 190,9.
Os demais sinais correspondem aos carbonos do anel aromatico e aparecem em
0c 109,3 (C-3); 111,5 (C-6); 126,7 (C-5); 130,0 (C-4); 149,8 (C-2); 153,9 (C-1).

O espectro de massas de alta resolucéo forneceu a massa exata [M+H]" de
219,10212 compativel com a féormula molecular esperada para o composto 3
(C13H1503) (Figura 2.13, pg. 84).
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Conforme apresentado no Esquema 2.4 (pg. 70), os derivados 6a-6k e 7a-
7k foram preparados via reacao “click” entre os alquinos 2 e 3 e diferentes azidas
aromaticas. As azidas benzilicas foram sintetizadas conforme a metodologia
descrita por BORGATI (2013) e confirmadas por técnicas espectroscopicas de
RMN de 'H e *3C, apresentando total concordancia com os dados descritos na
literatura. No Esquema 2.7 estdo apresentadas as etapas envolvidas nha

preparacao das azidas benzilicas utilizadas neste trabalho.

OH OMs N3
| X MsCl A NaNs | X
R R R
4a-4k 5a-5k

Onde: Ms = SO,CH3 (@) R=CH(CH3), (9) R=CH;
(b) R = NO, (h) R = CF3
(c)R=ClI (i) R=0CH;
(dR=F (i) R=OCF;
(e)R=1 (kyR=H
(f) R=Br

Esquema 2.7. Etapas envolvidas na obtencdo dos ésteres metanossulfonatos e

azidas aromaticas benzilicas.

O Esquema 2.7 mostra que inicialmente os alcoois benzilicos disponiveis
comercialmente foram convertidos nos correspondentes ésteres
metanossulfonatos. Esta reacdo corresponde a uma das estratégias mais
utilizadas para transformar um alcool em um melhor reagente para uma reacao do
tipo Sn2, uma vez que o éster metanossulfonato formado possui um melhor grupo
abandonador, neste caso o grupo mesila (CLAYDEN et al., 2001). Sendo assim, a
etapa subsequente consistiu na obtencdo das azidas aromaticas 5a-5k devido a
substituicdo do grupo mesila dos compostos 4a-4k pelo nucledfilo N3, em uma
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular.

Uma vez obtidos os alquinos 2 e 3 e as azidas aromaticas 5a-5k,
procedeu-se a preparacdo dos compostos triazolicos derivados da vanilina (1).
Para a realizacdo dessas reacbes, empregou-se a metodologia desenvolvida

inicialmente por Sharpless e colaboradores em 2001, na qual o sulfato de cobre
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penta-hidratado foi utilizado como fonte de cobre(ll) e o ascorbato de sédio como
agente redutor gerando in situ a espécie catalitica cobre(l) (DIEZ-GONZALES,
2011). Estas reacOes ocorreram normalmente em temperatura ambiente e foram
conduzidas utilizando-se um sistema bifdsico constituido por &gua e
diclorometano (BORGATI et al., 2013). No Esquema 2.8, encontra-se
representada a reacdo CuAAC utilizada para a sintese dos compostos 6a-6k e
7a-7k.

N
O/(/N 0 n\\\N

H;CO 1. ArNg H;CO N
2. Ascorbato de sodio \

3. CH,Cly/H,0
4. CUSO4.5H20, t.a.

o’ H o7 TH
(2:n=1 — (72%) (6a-6k): n=1 —> (60-89 %)
(3):n=3 —> (68%) (7a-7k): n=3 —> (69-91 %)

|
C
CF;  OCH; OCF;

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, Chy
Ar =

NO, Cl F | Br CHj
(a) (b) (c) (d) (e) () (9) (h) 0] {1)] (k)

Esquema 2.8. Reacdo CUuAAC utilizada para a obtencdo dos compostos

triazolicos 6a-6k e 7a-7k.

A utilizacao da reagao “click” permitiu a sintese dos derivados triazélicos da
vanilina (1), 6a-6k e 7a-7k, em condi¢cbes brandas, com bons rendimentos,
tempos de reacdo muito curtos (menos de um minuto), sendo os produtos de facil
isolamento. Estes compostos sintetizados foram obtidos com rendimentos que
variaram de 60% a 91% apos purificacdo em coluna de silica gel. A seguir sera
discutida a caracterizagdo de dois dos compostos 1,2,3-triazolico sintetizados. Os
demais triazéis possuem caracterizacdo semelhante e seus espectros estédo
apresentados no Anexo I.

Analisando o espectro no IV do composto 6f (Figura 2.15, pg. 89) nota-se a

presenca de bandas de estiramentos da ligagdo =C-H de compostos aromaticos
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em 3128 e 3099 cm™. As bandas em 2962 e 2931 cm™ s&o referentes ao
estiramento da ligagdo C-H de carbono com hibridizacdo sp®. As bandas em
2829 e 2770 cm™ foram atribuidas ao estiramento da ligacdo C-H de aldeido e a
banda em 1665 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo C=O de aldeidos
aromaticos. J4 as bandas em 1584, 1507 e 1487 cm™ foram atribuidas aos
estiramentos da ligacdo C=C de anel aromatico. Por fim, destacam-se as bandas
em 1266 e 1142 cm™ referentes ao estiramento da ligacdo C-O de éter aromatico
e a banda em 1346 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C-N de aromaético
(BARBOSA, 2008).

No espectro de RMN de 'H do composto 6f (Figura 2.16, pg. 90), o
simpleto observado em 6y 3,87 e integrado para trés atomos de hidrogénio foi
atribuido aos hidrogénios do grupo metoxila (-OCHg). Os simpletos em 6y 5,33 e
On 5,45 correspondem aos sinais referentes aos hidrogénios metilénicos H-8 e H-
7’, respectivamente. O maior deslocamento quimico observado para os atomos H-
7', pode ser explicado pelos efeitos de anisotropia dos anéis benzénico e
triazélico e pela eletronegatividade do atomo de nitrogénio que retira elétrons por
efeito indutivo. Além disso, uma analise que pode levar a essa conclusédo € a
inexisténcia deste simpleto no espectro de RMN de *H do composto 2 (Figura 2.7,
pg. 74), que corresponde a molécula precursora da substancia 6f. Na regido de
deslocamento quimico caracteristica de hidrogénios aromaticos, observa-se: o
dupleto em &y 7,13 possuindo J = 7,9 Hz e atribuido aos hidrogénios H-2' e H-6’; o
dupleto em &y 7,18 e integrado pra um atomo de hidrogénio atribuido ao H-6; o
dupleto em 6y 7,48 com J = 7,9 Hz atribuido aos hidrogénios H-3’' e H-5". A maior
desblindagem observada para o sinal atribuido aos hidrogénios H-3’ e H-5" pode
ser justificada pela proximidade destes hidrogénios ao substituinte bromo, o qual
promove a diminuicdo da densidade eletrénica nas posi¢des orto devido ao efeito
indutivo retirador de elétrons. J4 os valores idénticos de constantes de
acoplamento J = 7,9 Hz, confirmam o acoplamento em orto do hidrogénio H-2’
com H-3’ e do hidrogénio H-5' com H-6’ (PAVIA et al., 2015). Nesta mesma regiao
caracteristica de hidrogénios aromaticos, observa-se também a presenca de um
multipleto em &y 7,37-7,43 atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5. O simpleto
observado em 6y 7,59 e atribuido ao hidrogénio H-10, corresponde ao sinal do
hidrogénio do anel triazdlico, o qual é desblindado devido ao efeito retirador de

elétrons por efeito indutivo do atomo de nitrogénio e ao efeito de anisotropia do
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anel triazolico. O sinal mais desblindado observado em 6y 9,84 foi atribuido ao
préton do grupo aldeido (-CHO) e é justificado pela anisotropia do grupo C=0.

No espectro de RMN de *3C da substancia 6f (Figura 2.17, pg. 91) o sinal
observado em o&c 53,4 foi atribuido ao carbono metilénico C-7’. Os sinais em: &
55,8 foi atribuido ao carbono do grupo metoxila (OCH?3’); oc 122,9 foi atribuido ao
carbono C-4’; & 129,4 foi atribuido aos carbonos C-2'/C-6’ e & 132,0 foi atribuido
aos carbonos C-3’/C-5'. Estes valores de deslocamento quimico estdo em acordo
com valores descritos na literatura e apresentados na Figura 2.14 (PRETSCH et
al., 1989).

)
Br
a (a) 122,7
b (b) 1317
(c) 130,1
’ ¢ () 126,9

Figura 2.14. Valores descritos de deslocamento quimico para os atomos de
benzeno monossubstituido (PRETSCH et al., 1989).

Os carbonos do anel triazélico foram observados em &c 123,0 e &c 143,6 €
atribuidos aos carbonos C-10 e C-9 respectivamente. O sinal do carbono do
grupo aldeido (CHO) foi observado em é¢ 190,8. Os demais sinais correspondem
aos carbonos dos anéis aromaticos e foram atribuidos conforme os sinais
apresentados no espectro da molécula precursora 2 (Figura 2.8, pg. 75).

O espectro de massas de alta resolucéo forneceu a massa exata [M+H]" de
402,04543 e [M+Na]® de 424,02727 compativel com as formulas moleculares
esperadas para o composto 6f (C1gH17BrN3O3/C1gH16BrN3sNaO3s) (Figura 2.18, pg.
92).
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Analisando o espectro no IV do composto 7i (Figura 2.20, pg. 95) observa-
se a presenca de bandas de estiramentos da ligacdo =C-H de compostos
aromaticos em 3134 e 3078 cm™. As bandas em 2993 e 2939 cm™ séo referentes
ao estiramento da ligacdo C-H de carbono com hibridizacdo sp®. As bandas em
2834 e 2757 cm™ foram atribuidas ao estiramento da ligacdo C-H de aldeido e a
banda em 1669 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo C=O de aldeidos
aromaticos. J4 as bandas em 1582, 1508 e 1459 cm™ foram atribuidas aos
estiramentos da ligacdo C=C de anel aromatico. E por ultimo, destacam-se as
bandas em 1248 e 1026 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C-O de éter
aromatico e a banda em 1331 cm™ referente ao estiramento da ligagdo C-N de
aromatico (BARBOSA, 2008).

No espectro de RMN de 'H do composto 7i (Figura 2.21, pg. 96) os
simpletos em &y 3,72 e dy 3,83 foram atribuidos aos hidrogénios dos grupos
metoxila, sendo o simpleto em &y 3,72 atribuido ao grupo (-OCHg3’) e o simpleto
mais desblindado em 6y 3,83 atribuido ao grupo (-OCHs). O simpleto em y 5,45
corresponde ao sinal referente aos hidrogénios metilénicos H-7’. Na regido de
deslocamento quimico caracteristica de hidrogénios aromaticos, observa-se o
dupleto em &y 6,90 possuindo J = 8,5 Hz e atribuido aos hidrogénios H-3’ e H-5’ e
0 dupleto em &y 7,25 com J = 8,5 Hz atribuido aos hidrogénios H-2' e H-6’. A
maior blindagem observada para o sinal atribuido aos hidrogénios H-3’ e H-5’
pode ser justificada pela proximidade destes atomos ao grupo metoxila, o qual
promove 0 aumento da densidade eletrdbnica nas posi¢cdes orto devido a
deslocalizagdo de elétrons. J& os valores idénticos de constantes de acoplamento
J = 8,5 Hz, confirmam o acoplamento em orto do hidrogénio H-2’ com H-3' e do
hidrogénio H-5 com H-6’ (PAVIA et al., 2015). Por fim, o simpleto em &y 7,90
corresponde ao sinal referente ao hidrogénio do anel triazélico H-12. A
inexisténcia deste simpleto no espectro de RMN de *H do composto 3 (Figura
2.11, pg. 82), que corresponde a molécula precursora da substancia 7i, confirma
incontestavelmente a formacgédo da molécula. Os outros sinais foram atribuidos de
acordo com os sinais apresentados no espectro do composto 3 (Figura 2.11, pg.
82).

No espectro de RMN de **C da substancia 7i (Figura 2.22, pg. 97) os sinais

observados em O¢c 21,4; 6c 28,2 e oc 52,2 foram atribuidos aos carbonos



94

metilénicos C-10, C-9 e C-7’, respectivamente. Os sinais em: & 55,0 foi atribuido
ao carbono do grupo metoxila (OCH3’); 6c 55,5 foi atribuido ao carbono do grupo
metoxila (OCH3); oc 159,0 foi atribuido ao carbono C-4’; & 129,4 foi atribuido aos
carbonos C-2°/C-6’ e &c 114,1 foi atribuido aos carbonos C-3’/C-5'. Estes valores
de deslocamento quimico estdo em acordo com valores descritos na literatura e
apresentados na Figura 2.19 (PRETSCH et al., 1989).

(a) 54,8

8. (b) 159,9
) 114,1

4 (d) 1295

Figura 2.19. Valores descritos de deslocamento quimico para os atomos de
carbono do anisol (PRETSCH et al., 1989).

Os carbonos do anel triazélico foram observados em & 121,8 e & 146,3 e
atribuidos aos carbonos C-12 e C-11, respectivamente. O sinal do carbono do
grupo aldeido (CHO) foi observado em &6¢ 191,3. Os demais sinais correspondem
aos carbonos dos anéis aromaticos e foram atribuidos conforme os sinais
apresentados no espectro da molécula precursora 3 (Figura 2.12, pg. 83).

O espectro de massas de alta resolucéo forneceu a massa exata [M+H]" de
382,17643 compativel com a férmula molecular esperada para o composto 7i
(C21H24N304) (Figura 2.23, pg. 98).
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Conforme ja mencionado, a principal contribuicdo para o aprimoramento da
cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen foi a descoberta de que o metal cobre atua
como catalisador deste processo. Desde entdo, além da elevada
regiosseletividade, formando exclusivamente o is6mero 1,2,3-triazol-1,4-
dissubstituido, vérias vantagens podem ser destacadas para a reacdo CuAAC.
Uma das vantagens que esta reacdo apresenta € a robustez em relacdo aos
grupos funcionais presentes nos reagentes, ja que a reacado “click” ndo é
influenciada pelos efeitos eletrdnicos ou estéricos dos substituintes presentes
nesses compostos. Outro ponto a ser considerado é o acentuado aumento da
velocidade de reacdo, por um fator de 10’, em relagéo & reacdo ndo catalisada
(WU e FOKIN, 2007). Apesar do Cu(l) ser a espécie envolvida no processo
catalisado, as fontes de cobre podem variar entre Cu(l) e Cu(ll). Uma alternativa
que se tornou muito pratica e comum para a reagao “click” € a utilizacdo de sais
estaveis de Cu(ll), como o sulfato penta-hidratado (CuSQO4-5H,0), na presenca de
um agente redutor fraco como o ascorbato de sodio. A presenca do ascorbato de
sédio se faz essencial, pois garante que qualquer cobre oxidado seja convertido
em espécies de cobre cataliticamente ativas, ou seja, espécies de cobre que
apresentem estado de oxidagdo +1. A utilizacdo da agua como solvente também
se torna fundamental para esta reacdo, pois além de ser um solvente benigno,
universal, que dissolve os sais inorganicos de Cu(ll) e o ascorbato de sddio, é
capaz de preservar o acetileto de cobre em seu estado reativo quando o0 mesmo é
formado in situ (HEIN e FOKIN, 2010).

Diversas propostas mecanisticas ja foram relatadas para essa reacdo, mas
em nenhuma delas ha um mecanismo totalmente elucidado. No entanto, o
mecanismo atualmente aceito para a reacdo CuAAC foi proposto por Worrell e
colaboradores (2013) e foi corroborado por estudos tedricos anteriormente
estabelecidos. A partir de experimentos simples e dedutivos, os pesquisadores
propuseram um mecanismo gue necessita de dois atomos de cobre equivalentes
dentro do complexo ativo da cicloadi¢cdo, que atuam em conjunto para a formacao
regiosseletiva de 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido. Tomando-se a formacédo do
composto 6f como exemplo, no Esquema 2.9 (pg. 100), temos a representacao do

ciclo catalitico da proposta mecanistica atualmente aceita.
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Esquema 2.9. Proposta de ciclo catalitico para a reacéo “click” (CUAAC).

Conforme pode ser observado, a primeira etapa do ciclo catalitico consiste
na complexacdo entre a espécie de Cu(l) e o alcino terminal. Com a formacéao
deste complexo, o pKa do alcino terminal reduz de 25 para 9,8 o que possibilita a
desprotonacdo do complexo alcino/Cu em meio aquoso e a sua complexacao
com a segunda espécie de Cu(l), resultando na formacédo do complexo acetileto
de cobre. Posteriormente, o acetileto de cobre se coordena com a azida orgéanica
gerando o complexo azida-acetileto. Neste intermediario, o cobre tem um efeito
sinérgico, pois torna o nitrogénio terminal da azida mais eletrofilico e o carbono -
vinilidénico do alcino mais nucleofilico, o que favorece a formacdo da primeira
ligacdo C-N do intermediario ciclico denominado metalociclo. Esta etapa é
endotérmica e define a regiosseletividade da reagdo, pois possui energia de
ativacéo de 15 kcal mol™ que é menor que a energia de ativacdo para a reacédo
ndo catalisada, 26 kcal mol™. Esta diferenca entre as energias de ativacado
também explica o grande aumento de velocidade desta reacdo em relacdo a
reacdo ndo catalisada (MELDAL e TORN®E, 2008). Na etapa seguinte, ocorre a
contracdo do anel e a liberacdo de um atomo de Cu(l) resultando em uma ligacéo
efetiva entre C-N e a obtencédo da triazoila de cobre. Na ultima etapa do ciclo-
catalitico ocorre a protonacdo do intermediario triazolidio levando assim a
formacdo do produto 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido e a regeneracdo do

catalisador.



101

Tendo assegurado a obtencdo de 22 compostos triazélicos inéditos
derivados da vanilina (1) procedeu-se a avaliacdo de suas atividades

leishmanicida, citotoxica, fungicida e inseticida (Capitulos 3, 4, 5 e 6).
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DOS DERIVADOS DA
VANILINA CONTENDO O NUCLEO 1,2,3-TRIAZOLICO

3.1. INTRODUCAO

As denominadas Doencas Negligenciadas consistem em um grupo de
doencas causadas por agentes infecciosos ou parasitas, podendo ser endémicas
em paises em desenvolvimento e grave ameaca para os paises industrializados
(BASTOS et al., 2012). Dentre as doencgas parasitarias negligenciadas que afetam
anualmente milhdes de pessoas encontra-se a Leishmaniose (SILVA-JARDIM et
al., 2014).

A Leishmaniose pode ser definida como um grupo de doencas causadas
por protozoarios pertencentes ao género Leishmania. Esses protozoarios sao
parasitas unicelulares heteroxénicos que apresentam duas formas morfologicas
no seu ciclo de vida, a promastigota e a amastigota (Figura 3.1, pg. 108). As
formas promastigotas caracterizam-se por serem fusiformes e com longo flagelo,
sdo extracelulares e vivem no trato digestivo do inseto vetor. As formas
amastigotas, por sua vez, sdo arredondadas e com curto flagelo que ndo se
exterioriza, sao intracelulares e parasitam principalmente macréfagos do
hospedeiro vertebrado (CHAN-BACAB e PENA-RODRIGUEZ, 2001; NAKAMURA
et al., 2006; Gil et al., 2008; BLANCO et al., 2017).
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Figura 3.1. Ciclo de transmisséo da Leishmania.
Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html. Acesso 11 de maio de 2020.

O modo de transmissédo desta doenca ocorre pela picada do vetor fémea
flebotominio que adquire o parasito ao picar reservatérios (roedores, gambas,
endentados, equinos, caninos e primatas), transmitindo-o ao homem (DUARTE et
al., 2010).

De acordo com a Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi, 2020), a
leishmaniose esta entre as doencas de maior importancia mundial, atingindo 98
paises com mais de 1 bilhdo de individuos sob risco de desenvolver a infeccao.
Os paises mais afetados sdo: Brasil, india, Etiopia, Quénia, Suddo do Sul,
Somalia e Sudéo, e representam mais de 90% dos novos casos.

No Brasil, a leishmaniose atinge 19 estados sendo que mais de 90% dos
casos humanos da doenca concentram-se nas regides Norte e Nordeste, devido
principalmente as caracteristicas econdémicas e culturais dessas populacdes
(MAIA-ELKHOURY et al., 2008; BASTOS et al., 2016).

A manifestacao clinica da doenca depende da complexidade da interacéo
entre o sistema imunologico do hospedeiro e o tipo de protozoario, podendo
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agredir a pele, as mucosas e as visceras (Figura 3.2). Portanto, pode se

apresentar de quatro formas distintas, sendo elas:

a) leishmaniose cutanea, caracterizada por Ulceras crbnicas na pele

desenvolvidas no local da picada do inseto vetor;

b) leishmaniose cutanea disseminada, caracterizada por Ulceras crbnicas e

disseminadas na pele, com aspecto hanseniforme e muito dificeis de curar;

C) leishmaniose mucosa cuténea, caracterizada por Ulceras cronicas
similares a forma cutanea, porém tende a reaparecer associada a infec¢des
secundarias e levando a destruicdo de grandes extensdes de tecido podendo ser

mutilantes;

d) leishmaniose visceral, considerada a mais grave, que pode atingir figado,
baco e medula éssea, levando o paciente a morte (BASTOS et al., 2012;
BLANCO, 2017).

Figura 3.2. Manifestagdes clinicas da leishmaniose em humanos.
Fonte: ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUDE, 2013.

Os medicamentos utilizados para o tratamento da leishmaniose no Brasil

sdo0 os antimoniais pentavalentes (Pentostan® e Glucantime®), a anfotericina B e a
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pentamidina, introduzidos como quimioterapicos desde a década de 1940 (Figura
3.3) (LIMA JUNIOR et al., 2014; SILVA et al., 2016).

OH OH
Ha

[
N -
HO™ @®cH, OSp—OH

OH

"
o]
T

Glucantime

Pentamidina

Anfotericina B

Figura 3.3. Estruturas de farmacos usados no tratamento da leishmaniose.

Apesar de serem utilizados no tratamento da leishmaniose, estes farmacos
(Figura 3.3), apresentam importantes problemas relacionados ao seu uso como,
por exemplo, elevada toxicidade, dificuldades de administragéo, graves efeitos
colaterais que incluem mialgia, artralgia, aumento sérico das enzimas hepaticas,
pancreatite, disfuncdo gastrointestinal, dores musculares difusas, enrijecimento
das articulagbes, arritmias, pancitopenia, insuficiéncia renal reversivel e
cardiotoxicidade (SILVA-LOPEZ, 2010). Além disso, todos os farmacos
disponiveis possuem custos elevados e sdo de administracdo parenteral, o que
exige colaboracao dos pacientes e favorece o aparecimento de cepas resistentes
devido a tratamentos descontinuos (TELES et al., 2011).

Considerando as dificuldades de tratamento e a auséncia de vacinas
efetivas contra a leishmaniose, a busca por novos medicamentos mais eficientes,
de baixo custo e apresentando menores efeitos colaterais, para substituir ou
reforcar aqueles que ja estdo sendo utilizados, é necessaria e também de grande
relevancia.

Com respeito a busca por novos quimioterapicos para o tratamento da
leishmaniose, moléculas funcionalizadas com o nucleo 1,2,3-triazdlico tém sido

descritas na literatura apresentando atividade leishmanicida. Como exemplo,
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pode-se citar o trabalho desenvolvido por Porta e colaboradores (2014) no qual
foram sintetizados derivados do esterol contendo o nucleo 1,2,3-triazolico. Todos
0os 10 derivados preparados (Figura 3.4) foram avaliados in vitro contra
Leishmania donovani e todos 0os compostos apresentaram significativos valores
de ICso. O composto que apresentou melhor resultado é cerca de cinco vezes
mais ativo (ICso = 1,14 pmol L) do que o farmaco pentamidina (ICso = 6,17 pmol

L) usado como controle positivo.

(R) (S)

R=Bn ICs0 = 6,14 pymol L™'; ICs0 = 1,33 umol L™;
CH,COOEt IC5q = 6,60 umol L'; IC50 = 6,40 pmol L,
Octil ICs0 = 2,55 pmol L'; IC5p = 1,47 umol L,
Geranil ICs0 = 1,14 pmol L"; IC5 = 1,68 umol L;

PhC3Hg ICs0 = 1,94 pmol L™ IC50 = 1,35 ymol L™';

Figura 3.4. Estrutura dos 1,2,3-triaz0is derivados do esterol avaliados contra a

forma promastigota de Leishmania donovani.

Recentemente, Teixeira e colaboradores (2018) também relataram a
sintese de moléculas funcionalizadas contendo nucleo 1,2,3-triazol. O trabalho
descreveu a sintese de vinte e seis derivados do eugenol. Os compostos
preparados tiveram a atividade leishmanicida avaliada contra Leishmania
amazonensis. O derivado mais ativo apresentou contra a forma promastigota ICsg
= 7,4 umol L. Além disso, este composto foi avaliado contra a forma intracelular
amastigota e apresentou ICso = 1,6 pmol L™, ou seja, atividade leishmanicida
superior ao quimioterapico comercial Glucantime (ICso = 45,5 pmol L™). A
citotoxicidade deste composto contra macrofagos também foi avaliada e o
derivado apresentou ICsp = 211,9 pmol L. Assim, a substancia mais ativa
apresentou indice de seletividade igual a 132,5. Os resultados vinculados ao
desenvolvimento desta investigacdo sao descritos no artigo apresentado a seguir
que foi publicado no ano de 2018 na revista cientifica European Journal of
Medicinal Chemistry.
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In this paper, it is described the synthesis and the evaluation of the leishmanicidal activity of twenty-six
eugenol derivatives bearing 1,2,3-triazole functionalities. The evaluation of the compounds on promas-
tigotes of Leishmania amazonensis (WHOM/(BR/75/Josefa) showed that eugenol derivatives present
leishmanicidal activities with varying degrees of effectiveness. The most active compound, namely 4-(3-
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cells presented ICsp of 211.9 pmol L™" and the selective index was equal to 132.5. Under similar condi-
tions, compound 7k was more effective than glucantime and pentamidine, two drugs currently in the
clinic. In addition, theoretical calculations showed that this compound also presents most physico-
chemical and pharmacokinetic properties within the ranges expected for orally available drugs. It is
believed that eugenol bearing 1,2,3-triazole functionalities may represent a scaffold to be explored to-
ward the development of new agents to treat leishmaniasis.
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1. Introduction

Parasitic diseases affect millions of hundreds of people annually
and constitute an important global health problem. These diseases
affect mainly the poorest population around the world and repre-
sent a significant issue in terms of human health and well-being.
Malaria, River blindness (Onchocerciasis), Lymphatic Filasis,
Schistosomiasis, Trypanosomiasis, and Leishmaniasis are some
examples of parasitic diseases.

Leishmaniasis is a complex of diseases caused by the protozoan
Leishmania and classified as one of the most important neglected
tropical diseases (NTDs) that affect 350 million people in 98
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countries, with a global incidence of 0.9—1.6 million cases per year
[1]. Leishmania parasites are transmitted via the bites of infected
female phlebotomine sandflies. Three main clinical manifestations
of leishmaniasis, depending on the parasite species and the host-
parasite relationship, are known: visceral (often known as Kalazar
and the most serious form of the disease), cutaneous (the most
common), and mucocutaneous [2]. Visceral leishmaniasis is
responsible for 20,000—40,000 deaths annually [1].

Currently, several investigations have been conducted to find
alternative treatments for leishmaniasis [3] due to the small
number of available drugs and the development of resistance or
decreased the sensitivity of parasite strains to existing treatments
that have been utilized for human therapy [3]. These studies have
sought new methods and targets for diagnosis, new vaccine can-
didates and new rationally designed drugs that can be applied not
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only in humans but also in dogs because canines are considered the
major reservoirs of several species of Leishmania [4,5].

Historically, chemotherapy for leishmaniasis has relied on the
use of pentavalent antimonial drugs, such as N-methylglucamine
antimoniate (Fig. 1), which is one of the most widely used drugs [6].
However, this drug has limited clinical potential due to the occur-
rence of serious side effects and high incidence of disease recur-
rence [7]. Pentamidine (Fig. 1) is another antileishmanial agent, but
it is inadequate as a first-line treatment because of its high toxicity
[8]. Amphotericin B has been used as a second-choice drug in the
treatment of leishmaniasis since the 1960s, but the rate of resis-
tance against this drug is high [8]. Two other examples of anti-
leishmanial compounds are miltefosine and paromomycin (Fig. 1).
The major limitation of miltefosine is teratogenicity, excluding its
use in women of child-bearing age [9,10]. The most common side
effect associated with the paromomycin is the ototoxicity, as well as
problems in liver function. In patients treated with the ointment
formulation, skin rashes, local pruritus and burs have been
encountered [11]. Additionally, the drugs used in therapy have
some limitations in common: (i) they are toxic and their long-time
administration causes various undesirable side effects; (ii) they are
costly; (iii) they show low efficacy in endemic areas due to the
observed resistance of various parasite species [12]. The afore-
mentioned problems illustrate the need to develop new anti-
leishmanial drugs.

In the search for new drugs for the treatment of diseases, the
exploitation of natural products is a viable approach [ 13—18]. In this

oH oH o
N ?5-gh-on
Ho 4 CHy |
OH ©OH OH

N-methylglucamine antimoniate

amphotericin B

OH

o
—o0 —

&1 HO

HO! g

HO NH;

regard, compounds obtained from nature can be used directly as a
pharmaceutical or can be chemically modified to afford derivatives
with improved pharmacological activity.

Eugenol (1) (Fig. 2) is a natural compound which has been
identified in several aromatic plants such as Myristica fragrans
Houtt. (nutmeg), Cinnamomum verum ].Presl (true cinnamon),
C. loureirii Nees. (Saigon cinnamon), Ocimum gratissimum Forssk.
(basil) and Ocimum basilicum L. (sweet basil). However, Eugenia
caryophyllata (=Syzygium aromaticum) can be considered the
principal natural source of this compound as it represents between
45% and 90% of the composition of the essential oil derived from
this species. Several biological activities have been reported for
eugenol (1) including antibacterial, antifungal, antiplasmodial,

OH
H;CO

Eugenol (1)

Fig. 2. The structure of eugenol (1).
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Fig. 1. Structures of drugs used for the treatment of leishmaniasis.
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antiviral, anti-inflammatory, analgesic, antioxidant, anticancer and
anti-diabetes [19,20].

An investigation conducted with Ocimum gratissimum revealed
that its eugenol-rich essential oil presents leishmanicidal activity.
The ICsg values of the oil against promastigotes and amastigotes
were, respectively, 135 ug mL™" and 100 pg mL™", Eugenol (1) alone
was also evaluated and the activity against promastigote forms was
even more pronounced (ICsp value of 80 pg mL~!) [21]. Considering
the leishmanicidal effect of eugenol (1) [21] and its derivatives [22]
as well as reports on the antileishmanial activity of 1,2,3-triazole
containing compounds [23—25], it is described in this paper the
synthesis and leishmanicidal activity evaluation of a series of
compounds derived from eugenol and containing 1,2,3-triazolic
portions.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis of eugenol derivatives

The first step towards the preparation of eugenol 1,2,3-triazolic
compounds corresponded to the extraction of eugenol (1). This
compound was obtained via hydrodistillation from cloves pur-
chased in the local market in Vigosa, Minas Gerais State, Brazil. After
the extraction procedure, the compound was purified by silica gel
column chromatography. Next, eugenol (1) was submitted to
alkylation reactions affording the derivatives 2 and 4 as outlined in
Scheme 1 [26].

For the synthesis of eugenol derivatives containing triazole
rings, it was required the preparation of several benzyl azides
(compounds of general structure 5 in Scheme 2) which were ob-
tained in two steps from the corresponding benzyl alcohols uti-
lizing methodology previously described in the literature [27].

The key step involved in the synthesis of eugenol derivatives
6a—6n and 7a-7m (Scheme 3) corresponded to the Copper(l)-
catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition (CuAAC), also known as
click reaction [28—33], between the alkynylated compounds 2 and
4 and the benzyl azides 5. Compounds were obtained with syn-
thetically useful yields between 77% and 91% (Scheme 3). In gen-
eral, reactions took less than 1min for their completion. The
synthesis of the compounds was planned so that the influence on
the leishmanicidal activity of different benzylic groups attached to
triazole ring as well as the length of the chain connecting the tri-
azole ring to the eugenol portion could be assessed. All the triazolic
compounds were fully characterized by NMR (**C and 'H), IR and
high-resolution mass spectrometry. In the 'H NMR spectra, the
signal for the hydrogen present in the triazolic ring was observed
within the 7.20—7.67 ppm range. The allylic protons were observed
as doublets, while the hydrogen atoms of methylene groups
attached to nitrogen or oxygen were noticed as singlets in the 'H

WOW ii

OCH,
TB% yield

@)

NMR spectra. The carbon chemical shifts are compatible with the
structures of the compounds. In the IR spectra, expected bands for
functional groups were noticed. The molecular formulas of the
eugenol triazolic derivatives were confirmed by high-resolution
mass spectrometry analyses.

2.2, Evaluation of leishmanicidal activity of eugenol derivatives

Taking into consideration previous reports concerning the
leishmanicidal activity of eugenol (1) and triazole containing
compounds, we turned our attention to evaluate the leishmanicidal
activities of eugenol derivatives 6a—6n and 7a—7m. The treatment
of the parasites with the compounds resulted in a dose-dependent
growth inhibition of L amazonensis promastigotes. The 50% growth
inhibitory activity values (ICsg), after 72 h of treatment of each
compound, were determined by the Alamar Blue assay [34], and are
shown in Table 1. Eugenol derivatives 6a, 6b, 6k, 7a, 7b, and 7k
were the most active ones, presenting ICsq values of 30.2, 59.4, 49.2,
37.9, 32.2 and 7.4 pmol L', respectively. Pentamidine and ampho-
tericin B were used as positive controls in the assays and presented
ICsp of 4.2 and 0.4 pmol L™7, respectively. It is worth to mention that
the ICsq values of compounds 6a, 6b, 6k, 7a, 7b, and 7k are superior
to the ICsg of eugenol (1) (80 pg mL™"; 487 pmol L™') evaluated
against promastigote forms of L. amazonensis [21].

After demonstrating leishmanicidal activity against extracel-
lular promastigotes, the next step was to investigate the effect
against intracellular amastigotes, the parasite form responsible for
the mammalian infection. We determined that compound 7k, the
most active against promastigote form, was able to target the
Leishmania parasites inside of mouse peritoneal macrophages
(ICsg = 1.6 umol L), without interfering with host cell viability
(Table 2). At similar conditions, pentamidine and glucantime
exhibited ICs, values of 18pmolL~! and 45.5pgmL™!
(124.3 pmol L™ ') respectively. Compound 7k was assayed against
uninfected murine intraperitoneal macrophages to evaluate its
cytotoxicity; it was found LDsq of 211.9 pmol L™, At similar condi-
tions, pentamidine and glucantime exhibited LDsg values of
8.5umol L1 and 75.5 pg mL~! (206.3 pmol L~1), respectively. Thus,
the selectivity index (SI = LDsg/[ICsp intracellular amastigotes) value
for compound 7k was 132.5, whereas SI = 4.7 for pentamidine and
SI = 1.6 for glucantime. Therefore, the derivative 7k presents lower
toxicity when compared to drugs currently used in the treatment of
leishmaniasis. In order to determine whether anti-amastigote ac-
tivity resulted from activation of the macrophage antileishmanial
mechanism, compound 7k was also evaluated with respect to the
nitric oxide production. It was observed that 7k did not signifi-
cantly stimulate the production of nitric oxide, suggesting a direct
and selective action of this derivative on the intracellular amasti-
gote (data not shown).

Qe =

OEH;

87% yield
" @ yiel

Reagents and conditions: (i) NaOH, CH3OH, 40 °C; then acetonitrile, r.t; (i) NaOH,

CHs0H, 40 °C; then acetonitrile, 70 °C.

Scheme 1. Alkylation procedures of eugenol (1)
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(5)
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Br
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Reagents and conditions: (iii) EtsN, CH3S0:2Cl, CHz2Clz, -50 °C; (iv) NaNs, DMSO, r.t.

Scheme 2. Synthesis and structures of benzyl azides.

Infected amastigote macrophages treated with 7k, glucantime
and without treatment (negative control) were observed by
microphotography and revealed that the parasites were killed but
that the host cells remained unaffected (Fig. 3).

2.3. Analysis of estimated physicochemical and pharmacokinetic
properties

During drug development, it is important to consider several
relevant properties, in addition to leishmanicidal activity. There-
fore, to evaluate if the most potent compounds against
L. amazonensis (6a, 6b, 6k, 7a, 7b, 7k) are suitable for further steps
of lead optimization, a set of 44 properties were estimated
employing the software QikProp [35]. Among those, we highlight
the analysis of those referring to Lipinski's [36] and Veber's rules
[37], which are considered as reference parameters for orally
available drugs. The six highlighted compounds obey Veber's rules
and most of the Lipinski's rules, except for clogP (Table 3). These
results indicate that the compounds herein investigated obey most
physicochemical drug-like properties.

Other key properties for drug development, such as the esti-
mated affinity to HERG K* channels (QPlogHERG), permeability
through Caco-2 (QPPCaco) and MDCK cells (QPPMDCK) and skin
(QPlogK,) and the number of predicted metabolic sites (#metab),
were also calculated (Table 4). This analysis reveals properties
which would probably have to be improved when optimizing these
compounds. For example, a key concern would be to reduce the
affinity for HERG, a K™ channel commonly associated with cardiac
toxicity [38]. Skin permeability should also be improved in case a
topical application is desired, as indicated by the QPlogK, values.
On the other hand, high predicted permeability through Caco-
2 cells, a model for the gut-blood barrier, and MDCK cells, which
model the blood brain barrier, indicate good overall permeability in
biological membranes, which is a desirable property for orally
available drugs. The predicted number of metabolites is also within
the desired range, observed for most drugs. Altogether, most of the
calculated properties seem favorable for drug development.

3. Conclusion

In conclusion, a series of compounds derived from eugenol and
containing 1,2,3-triazolic portions were prepared in good yields
and described for the first time. Among all the evaluated derivatives
against L amazonensis, compound 4-(3-(4-allyl-2-
methoxyphenoxy)propyl)-1-(4-methylbenzyl)-1H-1,2,3-triazole
(7k) showed significant antileishmanial activity and selectivity
index superior to those of pentamidine and glucantime, while also
having most physicochemical and pharmacokinetic properties
within the ranges expected for orally available drugs. The results
suggest that these compounds can be used as promising novel
prototypes for drug development against leishmaniasis.

4. Material and methods

4.1. Extraction and purification of eugenol and synthesis of 1,2,3-
triazole derivatives

4.1.1. Generalities

Solvents were purchased from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil).
Benzyl alcohols, pent-4-yn-1-ol, methanesulfonyl chloride, sodium
azide, triethylamine, propargyl bromide, geneticin and dimethyl
sulfoxide hybri-max (DMSO) were purchased from Sigma Aldrich
and used as received. M199 medium powder, fetal calf serum
(HIFCS), penicillin, and streptomycin were procured from Cultilab.
Eugenol (1) was extracted via hydrodistillation from cloves pur-
chased in the local market in Vigosa, Minas Gerais State, Brazil, and
subsequently purified by column chromatography (vide infra). 'H
and 3C NMR spectra were recorded on a Varian Mercury 300 in-
strument at 300 MHz and 75 MHz, respectively, using CDClz or CgDg
as solvents, NMR data are presented as follows: chemical shift (4) in
ppm, multiplicity, the number of protons, | values in Hertz (Hz), and
proton assignment. Multiplicities are shown as the following ab-
breviations: s (singlet), brs (broad singlet), d (doublet), dd (double
of a doublet), t (triplet), quartet, brd (broad doublet), ddt,,
(apparent doublet of doublets of triplets), g (quartet), quint
(quintet), m (multiplet). IR spectra were obtained using Varian 660-
IR equipped with GladiATR scanning from 4000 to 500 cm™". High-
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Scheme 3. Click reactions involved in the preparation of eugenol triazolic derivatives.

resolution mass spectra were recorded on a Q-Exactive (Thermo
Scientific, Bremen, Germany). The spectra were acquired using the
following conditions. lonization source: Electron spray (+) and (—);
Spray voltage: 3.5 kV; Capillary temperature: 275 °C; Sheath gas: 5
(arbitrary units); Auxiliary gas: 0 (arbitrary units). For the mass
spectrometry analyses, the samples were prepared as follows: a
mass of 1 mg of the compound to be analyzed was dissolved in 1 mL
of acetonitrile. Then, the solution was diluted with 1 mL of meth-
anol so that the final concentration corresponded to 1 ppm. The
resulting solution was directly injected in the Q-Exactive equip-
ment at 5 pmL min~', The spectra were recorded in full MS mode.
Low-resolution mass spectra were recorded on Shimadzu GCMS-

QP5050A instrument under electron impact (70 €V) conditions of
positive ion mode. Analytical thin layer chromatography analyses
were conducted on aluminum backed precoated silica gel plates
using different solvent systems. TLC plates were visualized using
potassium permanganate solution, phosphomolybdic acid solution
andfor UV light. Flash column chromatography was performed
using silica gel 60 (60—230 mesh). Solvents were dried using
standard procedures described in the literature [39].

4.1.2. Extraction and purification of eugenol (1)
Eugenol was extracted via hydrodistillation from dried flower
buds of Eugenia caryophyllata, known as cloves, purchased in the
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Table 1
Effect of eugenol derivatives 6a—6n and 7a—7m on promastigote form of
L amazonensis.

Promastigote ICs (umol L~1)

302+15
594+ 17
1780+ 3
993 +3
2013 %3
1302+21
4249+26
3221%25
2013%3
969+ 3
492+1.7
1062+21
1596+22
1558+21
379+15
322+15
Tc B17+3
7d 286.7+25
Te 2789+24
7 1733223
7z 119.5+2.0
7h 1459+2.1
Ti 25952425
7 1775+23
7k 74+08
71

7m

[m]
=)
3
3
E
2

P EFRR2RqRAREREE

9133+29
980.2+29
42+03
04+0.1

local market in Vigosa, Minas Gerais State, Brazil. Thus, 60.0 g of
cloves were mixed with 500 mL of distilled water in a round bottom
flask which was connected to the hydrodistillation apparatus. The
mixture was heated for three hours. The obtained hydrolate was
transferred to a separatory funnel and the aqueous layer was
extracted with dichloromethane (3 x 30 mL). The organic extracts
were combined and the resulting organic layer was dried over
anhydrous sodium sulfate, filtrated, and concentrated under
reduced pressure. The resulting oil was submitted to column
chromatography eluted with hexane-ethyl acetate (6:1 vfv). The
described procedure afforded 712 g of eugenol (1) which corre-
sponded to approximately 12% yield in relation to the initial mass of
cloves used in the extraction process. The structure of eugenol (1) is
in agreement with the following data.

Yellow oil, TLC: Ry = 0.44 (hexane-ethyl acetate 6:1 v/v). '"H NMR
(300 MHz, €DCls) 4: 3.33 (d, 2H, ] = 6.7 Hz), 3.88 (s, 3H), 5.02—5.13
(m, 2H), 5.54 (s, 1H, OH), 5.97 (ddt,, 1H, J; =16.8 Hz, [;= 10.2 Hz
and J3 = 6.7 Hz), 6.67—6.72 (m, 2H), 6.86 (d, 1H, ] = 8.5 Hz). “CNMR
(75 MHz, CDCl3) 4: 39.8, 55.8, 1111, 114.2, 115.5, 121.1, 131.9, 137.8,
143.8,146. MS, m/z (%) 164 (1) t, C1oH1202, 100); 149 (35); 131(29);
103 (32); 91 (28); 77 (34); 65 (13); 55 (24); 41 (7).

Table 2

4.1.3. Synthesis of 4-allyl-2-methoxy-1-(prop-2-yn-1-yloxy)
benzene (2)

A 50mL round bottom flask was charged with eugenol (1)
(1.20g, 7.32 mmol), sodium hydroxide (0.313 g, 7.83 mmol) and
25 mL of methanol. The resulting mixture was heated at 40 °C and
magnetically stirred for 30 min. After this time, methanol was
removed under reduced pressure and 10.0 mL of anhydrous ethanol
was added to the removal of the residual water. The ethanol was
removed under reduced pressure. Then, the round bottom flask,
under a nitrogen atmosphere, was charged with anhydrous aceto-
nitrile (25.0mL) and propargyl bromide (800 pL, 8.79 mmol) was
added slowly. The mixture was magnetically stirred at room tem-
perature for 18 h. TLC analysis revealed the completion of the re-
action after this time. The reaction mixture was concentrated under
reduced pressure and the residue was partitioned between 25.0 mL
of sodium hydroxide solution (0.1 mol L~!) and 25 mL of diethyl
ether. The layers were separated and the aqueous phase was
extracted with diethyl ether (2 x 25.0 mL). The organic extracts
were combined and the resulting organic layer was washed with
brine (25.0 mL), dried over anhydrous sodium sulfate, filtrated and
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by
column chromatography eluted with hexane-ethyl acetate (6:1 v/
v). The described procedure afforded 1.29 g (6.37 mmol, 87% yield)
of compound 2. The structure of 2 is supported by the following
data.

Yellow oil, TLC: Ry = 0.45 (hexane-ethyl acetate 6:1 vjv). '"H NMR
(300 MHz, CDCl3) é: 2.49 (t, 1H, ] = 2.4 Hz), 3.35 (d, 2H, ] = 6.7 Hz),
3.86 (s, 3H), 4.73 (d, 2H, ] =2.4 Hz), 5.03—5.14 (m, 2H), 5.96 (ddtap,
1H, J; =16.8 Hz, |, = 10.2 Hz, |3 = 6.7 Hz), 6.70—6.76 (m, 2H), 6.97 (d,
1H, J=8.6 Hz). 'H NMR (300 MHz, CgDg) 4: 1.99 (t, 1H, ] =2.4 Hz),
3.14 (d, 2H, J=6.6Hz), 331 (s, 3H), 436 (d, 2H, J=24Hz),
4.93-5.02 (m, 2H), 5.85 (ddtsp, 1H, J; =170 Hz, J>=10.4Hz and
J3=66Hz), 6.52 (d, 1H, J=1.7Hz), 657 (dd, 1H, J; =81 Hz and
J2=1.7Hz),6.83(d, 1H,] = 8.1 Hz). *C NMR (75 MHz, CDCl3) &: 39.8,
55.8, 56.9, 75.5, 78.7, 112.3, 1146, 115.7, 120.3, 134.2, 1374, 145.0,
149.6. MS, m/z (%) 202 (T, Ci3H140,, 40), 163 (100), 135 (9), 103
(42), 91 (33), 77 (19), 65 (13), 55 (9), 41 (23).

4.14. Synthesis of pent-4-yn-1-yl methanesulfonate (3)
Pent-4-yn-1-ol (1.68g, 20.0mmol) and dichloromethane
(20 mL) were added to a 100 mL round-bottom flask under nitrogen
atmosphere. The mixture was cooled to —50°C and triethylamine
(5.60 mL, 40.0 mmol) was added. After that, methanesulfonyl
chloride was added slowly (2.32 mL, 30.0 mmol) to the reaction
mixture under continuous stirring. The progress of the reaction was
monitored by TLC. After completion of it, 10 mL of distilled water
were added. The organic phase was washed with 1% HCl solution
(3 x 15mL) followed by saturated aqueous NaHCO; (3 x 5ml),
dried over anhydrous sodium sulfate, and concentrated under
reduced pressure. The residue was purified by column chroma-
tography eluted with hexane-ethyl acetate-dicloromethane (3:1:3

In vitro antileishmanial activity of 7k against promastigotes, intracellular amastigotes of L. amazonensis after 72 h of treatment, and its cytotoxicity against macrophages.

Compound Promastigotes 1Cso (pmol =) Amastigotes® 1Csq (pmol L=1) Macrophages” LDsg (umol L=") Selectivity index (SI)°
Tk 74+08 16+02 211.9+23 1325

glucantime® nd"” 455416 755+26 16

pentamidine 42+04 1.8+02 B5+06 47

Arithmetic means + 5D (n=3).
2 Intracellular amastigotes.
" Murine peritoneal macrophages.
© 51 = LDsgfICsq intracellular amastigotes.
4 nd: not determined.
® Glucantime |pgfml].
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Fig. 3. Micropt aphs of the L. is-infected macroph treated with compound 7k, glucantime and those without treatment. After 48 h of treatment, the slides were
stained and parasites quantified by optical microscopy. (A) Negative control; (B) uninfected macrophages; (C) 1 pumol L™, (D) 10 yumol L~" and (E) 100 pmol L~! of 7k; (F) 1 ugmL~"
(2.73 ymol L-1), (G) 10 ug mL~* (273 pmol L-!) and (H) 100 pg mL~" (273 pmol L-!) of glucantime.

Table 3
Calculated molecular properties for compounds most active against Leishmania. Estimated properties are considered relevant for drug-likeness according to the Lipinski's and
Veber’s rules.

Compound Molecular weight (g/fmol)  clogP # H-bond donors # H-bond acceptors # Lipinski's rule violations # of rotatable bonds PSA (A%)

Ideal values <500 <5 <5 <10 <1 <10 <75
6a 3354 5.15 0 4 1 8 456
6b 3534 539 o 4 1 8 456
6k 4043 6.05 0 4 1 8 452
7a 363.5 595 0 4 1 10 46.0
7b 3814 6.19 0 4 1 10 459
7k 3775 6.28 1] 4 1 10 46.1
Table 4
Additional predicted pharmacokinetic properties for compounds most active against Leishmania.
Compound QPlogHERG* QPPCaco QPPMDCK QPlogk,,* #metab®
(nm/s)” (nm/s)’
Range‘ or reference values >-5 >500 >500 -80to-1.0 18
6a -6.8 3136 1701 -0.42 5
6b -6.7 3147 3091 -0.55 5
6k -6.6 3176 8274 -0.69 5
7a -71 3474 1901 -0.16 5
7b -7.0 3497 3464 -0.29 5
7k -7.0 3490 1910 -035 6

* Predicted loglCso for HERG K* blockage.

" Predicted apparent Caco-2 cell permeability for non-active transport.
© Predicted apparent MDCK cell permeability for non-active transport.
4 Predicted skin permeability, log Kp.

€ Number of likely metabolic sites.

f Range observed for 95% of known drugs.
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v/v) to give compound 3 in 92% yield (3.00 g, 18.0 mmol).

Yellow oil, TLC: Ry =0.76 (hexane-ethyl acetate-dicloromethane
3:1:3 vjv). "H NMR (300 MHz, CDCls) 4:1.93 (quint, 2H, | = 6.5 Hz),
1.99 (t, 1H, J= 2.7 Hz), 2.33 (td, 2H, ]; =6.8 Hz and J, = 2.7 Hz), 3.00
(s, 3H, CHs), 4.32 (t, 2H, J = 6.1 Hz), ®CNMR (75 MHz, CDCl3) 6:14.5,
276, 371 (CH3), 68.2, 69.7, 82.0.

4.1.5. Data for 4-allyl-2-methoxy-1-(pent-4-yn-1-yloxy )benzene
4

This compound was prepared using a similar procedure to that
described for the preparation of compound 2. In this case, the
alkylating agent corresponded to compound 3. Substance 4 was
obtained in 78% yield (1.64 g, 713 mmol) after purification by col-
umn chromatography eluted with hexane-ethyl acetate (6:1 vfv).
The structure of 4 is supported by the following data.

Yellow oil, TLC: Rf= 0.55 (hexane-ethyl acetate 6:1 v/v). "H NMR
(300 MHz, CDCly) 6:1.97 (t, 1H, J=2.6Hz), 2.04 (quint, 2H,
J=6.6Hz), 242 (td, 2H, J; =7.0Hz and ], = 2.6 Hz), 3.34 (d, 2H,
J=6.6Hz), 3.85 (s, 3H), 4.10 (t, 2H, ] = 6.3 Hz), 5.03—=5.13 (m, 2H),
5.97 (ddtsp, 1H, J; =16.8 Hz, J» = 10.2 Hz and J3= 6.7 Hz), 6.68=6.75
(m, 2H), 6.85 (d, 1H, J = 8.7 Hz). ®C NMR (75 MHz, CDCl;) é: 15.2,
282, 39.8, 55.9, 67.5, 68.8, 83.6, 112.4, 113.6, 115.6, 120.5, 133.0,
137.6, 146.7, 149.5. MS, m/z (%) 230 (M), CisHis02, 100), 164 (68),
149 (44), 131 (29), 121 (16), 103 (34), 91 (31), 77 (23), 65 (16), 55
(15), 41 (34).

4.1.6. General procedure for the preparation of compounds 6a—6n
and 7a—7m exemplified by the synthesis of compound 4-((4-allyl-
2-methoxyphenoxy Jmethyl )- 1-benzyl-1H-1,2,3-triazole (6a)

A 10mL round bottom flask was charged with 4-allyl-2-
methoxy-1-(prop-2-yn-1-yloxy Jbenzene (2) (0.150g, 0.740 mmol),
benzyl azide (0.0990 g; 0.740 mmol), sodium ascorbate (0.0590 g,
0.300 mmol), 1.00 mL of ethanol and 1.00mL of distilled water.
Then, CuSOy4-5H,0 (0.0370 g, 0.150 mmol) was added. The reaction
mixture was vigorously stirred at room temperature. After
completion of the reaction as noticed by TLC analysis, the mixture
was extracted with dichloromethane (3 x 10.0mL). The organic
extracts were combined and the resulting organic layer was
washed with aqueous sodium carbonate saturated solution, dried
over anhydrous sodium sulfate, filtrated and concentrated under
reduced pressure. The residue was purified by column chroma-
tography eluted with hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3
v/v). Compound 6a was obtained in 91% yield (0.228¢g,
0.680 mmol). The structure of 6a is supported by the following
data.

White solid, m.p. 90.5-913°C, TLC: Rf=049 (hexane-ethyl
acetate-dichloromethane 3:1:3 vfv). IR (ATR) rmax/cm™': 3086,
3034, 2999, 2929, 2912, 1589, 1511, 1446, 1259, 1229, 1143, 1016,
921, 831, 713, 696. 'TH NMR (300 MHz, CDCl3) é: 3.32 (d, 2H,
J=6.7Hz), 3.81 (s, 3H), 5.02=5.12 (m, 2H), 5.23 (s, 2H), 5.50 (s, 2H),
5.94 (ddtap, 1H, J; =16.9 Hz, J> = 10.2 Hz and Jz = 6.7 Hz), 6.65—6.71
(m, 2H), 6.94 (d, 1H, ] = 8.0 Hz), 7.21—7.40 (m, 5H), 7.54 (s, 1H). ©*C
NMR (75 MHz, CDCl3) é: 39.8, 54.1, 55.7, 63.5, 112.2, 114.6, 115.7,
1204, 122.7, 1281, 128.7, 129.0, 133.8, 134.4, 1374, 144.8, 145.8,
149.5. HRMS (M + H): Calculated for CagH2aN30a, 336.17120;
found: 336.17020. HRMS (M + Na*): Calculated for CygHo;N3NaO-.
358.15315; found: 358.15164.

Compounds 6b—6n and 7a=7m were prepared using a pro-
cedure similar to that described for the synthesis of 6a. The struc-
tures of these compounds were confirmed by NMR ('H and *C), IR,
and HRMS analyses. Information regarding the reactions involved
in the preparation of the aforementioned compounds and data that
support their structures are described below.

4.1.6.1. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy Jmethyl)-1-(4-fluorobenzyl)-
1H-1,2,3-trinzole (6b). White solid, obtained in 87% yield (0.218 g,
0.620 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.143 g, 0.710 mmol), 4-
fluorobenzyl azide (0.107g, 0.710mmol), sodium ascorbate
(0.0560 g, 0.280 mmol) and CuSO4-5H20 (0.0350¢g, 0.140 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3 vfv), mp. 921-92.7°C, TLC:
Rf=0.39 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v/v). IR
(ATR) rmax/cm™': 3069, 3005, 2935, 2914, 1588, 1511, 1259, 1223,
1143, 1017, 905, 771. '"H NMR (300 MHz, CDCls) &: 3.32 (d, 2H,
J=6.7Hz),3.81 (s, 3H), 5.02—5.12 (m, 2H), 5.23 (s, 2H), 5.47 (s, 2H),
5.94 (ddtap, 1H, J; =17.0 Hz, J = 10.5 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.67—6.70
(m, 2H), 6.93 (d, 1H, J= 7.9 Hz), 7.04 (tap, 2H, J = 8.6 Hz), 7.20=7.30
(m, 2H), 7.54 (s, 1H). °C NMR (75 MHz, CDCl,) é: 39.7, 53.4, 55.7,
63.4, 1122, 114.5, 115.7, 116.1 (d, ] = 21.8 Hz), 120.4, 122.6, 129.9 (d,
J=83Hz), 130.3 (d, ]=3.0Hz), 133.8, 1374, 1450, 145.8, 149.5,
1628 (d, ] = 2460 Hz). HRMS (M + H™): Calculated for
CyoHz FN30,, 354.16178; found: 354.16077. HRMS (M + Na't):
Calculated for C2pH20FN3NaO2. 376.14372; found: 376.14240.

4.1.6.2. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy)methyl)-1-(4-chlorobenzyl)-
1H-1,2,3-triazole (6¢). White solid, obtained in 84% yield (0.210g,
0.570 mmeol) from the reaction of alkyne 2 (0.137 g, 0.680 mmol), 4-
chlorobenzyl azide (0.1114g, 0.680 mmol), sodium ascorbate
(0.0540 g, 0.270 mmol) and CuS04-5H,0 (0.0340¢g, 0.140 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3 wvfv), m.p. 1123-112.6°C, TLC:
Rr=0.37 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v/v). IR
(ATR) ¥max/cm™': 3065, 3001, 2936, 2915, 1588, 1513, 1943, 1258,
1228, 1143, 1016, 907, 803, 722, 693, 592. 'TH NMR (300 MHz, CDCl3)
6:3.32 (d, 2H, ] = 6.7 Hz), 3.81 (s, 3H), 5.02—5.12 (m, 2H), 5.23 (s,
2H), 5.47 (s, 2H), 5.94 (ddta, 1H, J;=17.0Hz, J»=102Hz and
J3=6.7 Hz), 6.65=6.73 (m, 2H), 6.93 (d, 1H, ] = 7.9 Hz), 7.18 (d, 2H,
J=8.5Hz), 733 (d, 2H, ] =8.5Hz), 7.54 (s, 1H). *C NMR (75 MHz,
CDCl3) é: 39.8, 53.4, 55.7,63.4,112.2, 114.6, 115.7, 120.4, 122.7, 129.2,
129.3,132.9,133.9,134.7, 1374, 145.0, 145.8, 149.5. HRMS (M + H*):
Calculated for CapH21CIN303, 370.13223; found: 370.13132. HRMS
(M + Na™): Calculated for CzgHaoCIN3NaQ,, 392.11417; found:
392.11285.

4.1.6.3. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy )methyl)-1-(4-bromobenzyl)-
1H-1,2,3-triazole (6d). White solid, obtained in 80% yield (0.216 g,
0.520 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.132 g, 0.650 mmol), 4-
bromobenzyl azide (0.138g, 0.650mmol), sodium ascorbate
(0.0510 g, 0.260 mmol) and CuSO4-5H>0 (0.0330g, 0.130 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3 v/v), m.p. 119.1-1202°C, TLC:
Rr=0.59 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v/v). IR
(ATR) »max/cm™': 3065, 3001, 2935, 2915, 1588, 1513, 1385, 1258,
1229, 1144, 1015, 803, 738, 592, 488. 'H NMR (300 MHz, CDCls) é:
3.32(d, 2H, | =6.7 Hz), 3.82 (s, 3H), 5.02—5.12 (m, 2H), 5.23 (s, 2H),
5.45(s, 2H), 5.94 (ddtap, 1H, J; =17.1 Hz, J = 10.2 Hz and J3 = 6.7 Hz),
6.65—6.73 (m, 2H), 6.92 (d, 1H, J=79 Hz), 7.11 (d, 2H, J=8.4 Hz),
7.48 (d, 2H, ] = 8.4 Hz), 7.54 (s, 1H). “CNMR (75 MHz, CDCl3) : 39.8,
53.4, 55.7, 63.4, 112.2, 114.6, 115.7, 120.4, 122.7, 122.8, 129.6, 132.2,
133.4,133.9, 1374, 145.1, 145.7, 149.5. HRMS (M + H™): Calculated
for CagH21BrN30,, 414.08171; found: 414.08072. HRMS (M + Na™):
Calculated for CagHyBrN3NaO,, 436.06366; found: 436.06058.

4.1.6.4. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy)methyl)-1-(4-iodobenzyl)-
1H-1,2,3-trinzole (6e). White solid, obtained in 87% yield (0.200 g,
0.430 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.101 g, 0.500 mmol), 4-
iodobenzyl azide (0.130g, 0.500mmol), sodium ascorbate
(0.0400 g, 0.200 mmol) and CuSO4-5H20 (0.0250 g, 0.100 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl
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acetate-dichloromethane (3:1:3 v/v), m.p. 129.2—131.1°C, (3:1:3 v/
v), TLC: R= 0.37 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v/
v). IR (ATR) vma,d'crn_l: 3124, 3063, 2932, 1587, 1512, 1486, 1385,
1258, 1228, 1143, 1017, 1008, 911, 801, 769, 592, 485. 'H NMR
(300 MHz, CDCls) &: 3.32 (d, 2H, | = 6.6 Hz), 3.82 (s, 3H), 5.02—5.12
(m, 2H), 5.20 (s, 2H), 5.44 (s, 2H), 5.94 (ddtay, 1H, J; =17.0Hz,
Jo=105Hz and J;=66Hz), 6.65=6.73 (m, 2H), 692 (d, 1H,
J=79Hz), 698 (d, 2H, J=83Hz), 754 (s, 1H), 769 (d, 2H,
J =83 Hz). ®C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 39.8, 53.5, 55.7, 63.4, 94.5,
112.2,114.6,115.7,120.4,122.7,129.8,133.9,134.1,137.4,138.2, 145.1,
1458, 149.5. HRMS (M + H*): Calculated for CagHaIN4Oo,
462.06784; found: 462.06711. HRMS (M + Na'): Calculated for
CapHapIlN3Na0s, 484.04979; found: 484.04898.

4.1.6.5. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy)methyl)-1-(4-nitrobenzyl)-
1H-1,2,3-triazole (6f). White solid, obtained in 89% yield (0.223 g,
0.590 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.133 g, 0.660 mmol), 4-
nitrobenzyl azide (0.118g, 0.660mmol), sodium ascorbate
(0.0520¢, 0.260 mmol) and CuSO4-5H20 (0.0330g, 0.130 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3  v|v),m.p. 120.9-1219°C, TLC:
Rf=0.14 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 vfv). IR
(ATR) Pmaxfcm™': 3063, 3005, 2950, 2917, 1591, 1516, 1350, 1258,
1230, 1140, 1019, 835, 720. '"H NMR (300 MHz, CDCls) 4: 3.32 (d., 2H,
J=6.7Hz), 3.81 (s, 3H), 5.01=5.12 (m, 2H), 5.25 (s, 2H), 5.62 (s, 2H),
5.93 (ddtap, 1H, J; =17.0 Hz, J>=10.3 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.65—6.73
(m, 2H), 6.92 (d, 1H, J=7.9 Hz), 7.37 (d, 2H, | = 8.6 Hz), 7.63 (s, 1H),
8.20 (d, 2H, ] = 8.6 Hz). 3C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 39.7 53.0, 55.7,
63.3, 112.3, 114.5, 115.7, 120.4, 123.0, 124.2, 128.5, 134.0, 137.4, 141.5,
1454, 1457, 148.0, 149.5. HRMS (M + H™): Calculated for
CagH21N404, 381.15628; found: 381.15533. HRMS (M + Na'):
Calculated for CagHaoN4NaO4, 403.13822; found: 403.13715.

4.1.6.6. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy)methyl)-1-(4-
methoxybenzyl)-1H-1,2,3-trinzole (6g). White solid, obtained in 80%
yield (0.200 g, 0.550 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.138 g,
0.680 mmol), 4-methoxybenzyl azide (0.110g, 0.680 mmol), so-
dium ascorbate (0.0540 g, 0.270 mmol) and CuS04-5H20 (0.0340 g,
0.140 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  wv/v), mp.
92.4-93.1°C, TLC: Rf=0.36 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) vmay/cm~': 3068, 3005,
2936, 2832, 1613, 1587, 1512, 1463, 1251, 1227, 1142, 1016, 903, 805,
774, 702, 548. "H NMR (300 MHz, CDCl;) é: 3.31 (d, 2H, ] = 6.7 Hz),
3.80 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 5.01-5.12 (m, 2H), 5.21 (s, 2H), 5.43 (s, 2H),
5.94 (ddtsp, 1H, J; =16.9 Hz, J]» = 10.2 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.65=6.73
(m, 2H), 6.88 (d, 2H, | = 8.6 Hz), 6.94 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.21 (d, 2H,
J=8.6Hz), 7.51 (s, 1H). ®C NMR (75 MHz, CDCls) é: 39.8, 53.7, 55.3,
55.7, 63.5, 112.2, 114.4, 114.5, 115.6, 120.4, 122.5, 126.4, 129.7, 133.7,
137.4, 144.7, 145.9, 149.5, 159.9. HRMS (M + H™): Calculated for
Cy1H24N305, 366.18177; found: 366.18069. HRMS (M + Nat):
Calculated for C21H23N3NaOs, 388.16371; found: 388.16229.

4.1.6.7. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy )methyl)-1-(4-(tri-
fluoromethoxy )benzyl)-1H-1,2,3-triazole (6h). White solid, obtained
in 85% yield (0.213 g, 0.510 mmol) from the reaction of alkyne 2
(0.121g, 0,600 mmol), 4-trifluoromethoxybenzyl azide (0.130g,
0.600 mmol), sodium ascorbate (0.0480g, 0.240mmol) and
CuS04-5H20 (0.0300 g, 0.120 mmol). Purified by column chroma-
tography eluted with hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3
v[v), m.p. 126.4—-127.3°C, TLC: Rr=049 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) vy Jcm™': 3065, 3004,
2978, 2941, 1589, 1510, 1467, 1387, 1256, 1218, 1142, 1017, 915, 804.
'H NMR (300 MHz, CDCl3) é: 3.32 (d, 2H, ] =6.7 Hz), 3.81 (s, 3H),
5.02-5.12 (m, 2H), 5.24 (s, 2H), 5.51 (s, 2H), 5.94 (ddtap, 1H,

J1=17.0Hz, J]» = 10.2 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.93 (d,

1H,J = 7.9 Hz),7.20(d, 2H, ] = 8.5 Hz), 728 (d, 2H, ] = 8.5 Hz), 7.57 (s,
1H). B¢ NMR (75 MHz, CDCls) é: 39.7, 53.2, 55.8, 63.4, 112.2, 114.5,
115.8,120.3 (q, J=256.3 Hz, OCFs), 120.4, 121.5,122.7, 129.5, 133 .2,
133.9, 1374, 145.1, 145.8, 149.3—149.2 (m), 149.5. HRMS (M + H™):
Calculated for Cz1H21F3N303, 420.15350; found: 420.15250. HRMS
(M + Na*): Calculated for CyHygF3N3NaOg, 442.13545; found:
442.13422.

4.1.6.8. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy )methyl)-1-(4-(tri-
fluoromethyl)benzyl)-1H-1,2,3-triazole (6i). White solid, obtained in
84% yield (0.210g, 0.520 mmol) from the reaction of alkyne 2
(0.125g, 0.620 mmol), 4-trifluoromethylbenzyl azide (0.125g,
0.620mmol), sodium ascorbate (0.0490g, 0.250mmol) and
CuS04-5H20 (0.0310 g, 0120 mmol). Purified by column chroma-
tography eluted with hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3
vfv), m.p. 142.7-143.0°C, TLC: Rr=0.43 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) vpafcm™': 3060, 3003,
2977, 2944, 1589, 1515, 1422, 1328, 1229, 1142, 1117, 1017, 913, 799,
624. '"H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 3.32 (d, 2H, ] = 6.7 Hz), 3.81 (s,
3H), 5.02-512 (m, 2H), 5.25 (s, 2H), 5.57 (s, 2H), 5.94 (ddt,p, 1H,
J;=17.0Hz, J»=10.2 Hz and J; = 6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.93 (d,
1H, ] = 7.8 Hz), 7.34 (d, 2H, J=8.1 Hz), 7.58 (brs, 1H), 761 (d, 2H,
J=8.1Hz). BC NMR (75 MHz, CDCls) é: 39.7, 53.4, 55.8, 63.4, 112.2,
114.6, 1157, 120.4, 122.8, 123.7 (q, J=270.8 Hz, CF3), 126.0 (q,
J=3.8Hz), 128.1, 131.0 (q, J=32.5 Hz), 133.9, 1374, 138.4, 145.2,
145.7, 149.5. Calculated for CziH21F3N302, 404.15859; found:
404.15771 HRMS (M + Na™): Calculated for CzjHapF3N3NaOa,
426.14053; found: 426.13928.

4.1.6.9. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy)methyl)-1-(3,4-
difluorobenzyl)-1H-1,2,3-triazole (6j). White solid, obtained in 78%
yield (0.195 g, 0.530 mmeol) from the reaction of alkyne 2 (0.136 g,
0.670 mmol), 34-difluorobenzyl azide (0.113 g, 0.670 mmol), so-
dium ascorbate (0.0530 g, 0.270 mmol) and CuS04-5H»0 (0.0340 g,
0130 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  wvjv), m.p.
104.9-105.2°C, TLC: Rf=0.30 (hexane-ethyl  acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) vmayfcm™': 3065, 3003,
2939, 2915, 1589, 1516, 1447, 1287, 1259, 1213, 1142, 1018, 835, 756,
575. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 3.32 (d, 2H, ] = 6.7 Hz), 3.82 (s,
3H), 5.01=512 (m, 2H), 5.24 (s, 2H), 5.45 (s, 2H), 5.94 (ddtyp, 1H,
J1=17.0Hz, J2=10.3 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.92 (d,
1H, J= 7.9 Hz), 6.97-7.19 (m, 3H), 7.57 (s, 1H). °C NMR (75 MHz,
CDCls) é: 39.7, 53.0 (brd, J=1.0Hz), 55.7, 63.4, 112.2, 114.6, 115.7,
117.2 (d, J=18.0 Hz), 117.9 (d, ] = 18.0 Hz), 120.4, 122.7, 124.2 (dd,
J;=6.8Hz and J,=3.8Hz), 131.4-1315 (m), 133.9, 137.4, 1452,
145.6, 149.5, 148.7—148.9 (m), 152.0—152.2 (m). Calculated for
CaoHzoF2N30,, 372.15236; found: 372.15137. HRMS (M + Na™):
Calculated for CapH19F2N3NaO3, 394.13430; found: 394.13312.

4.1.6.10. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy)methyl)-1-(2,5-
dichlorobenzyl)-1H-1,2,3-triazole (6k). White solid, obtained in 81%
yield (0.203 g, 0.500 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.125 g,
0.620 mmol), 2,5-dichlorobenzyl azide (0.125 g, 0.620 mmol), so-
dium ascorbate (0.0490 g, 0.250 mmol) and CuSO4-5H20 (0.0310 g,
0120 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  wvjv), mp.
87.9-88.4°C, TLC: Re=0.59 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) wmaxfcm™': 3143, 3008,
2962, 2871,1587,1508, 1460, 1391,1256, 1213, 1137,1030, 1003, 905,
821, 797, 645, 560. 'H NMR (300 MHz, CDCly) é: 3.32 (d, 2H,
J=6.7Hz), 3.83 (s, 3H), 5.01-5.12 (m, 2H), 5.23 (s, 2H), 5.60 (s, 2H),
5.94 (ddtap, 1H, J; =169 Hz, Jo=9.9 Hz and J; = 6.7 Hz), 6.68—6.71
(m, 2H), 693 (d, 1H, ] = 7.8 Hz), 712 (d, 1H, | = 2.3 Hz), 7.27 (dd, 1H,
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J1=8.6Hz and J» =23 Hz), 7.35 (d, 1H, ] = 8.6 Hz), 767 (s, 1H). 13C
NMR (75 MHz, CDCl3) 6: 39.8, 50.9, 55.8, 63.5, 112.3, 1147, 115.7,
120.5, 1231, 1300, 130.2, 1309, 131.5, 133.5, 133.97, 133.99, 1374,
145.1,145.7, 149.5. Calculated for CygHagClN30,, 404.09326; found:
404.09232. HRMS (M + Na'): Calculated for CaoHioClzN3NaOs,
426.07520; found: 426.07388.

4.1.6.11. 4-{(4-Allyl-2-methoxyphenoxy Jmethyl)- 1-(4-methylbenzyl)-
1H-1,2 3-trinzole (61). White solid, obtained in 82% yield (0.205 g,
0.590 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.145 g, 0.720 mmol), 4-
methylbenzyl azide (0.106g, 0.720 mmol), sodium ascorbate
(0.0570 g, 0.290 mmol) and CuSO4-5H20 (0.0360 ¢, 0.140 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3 wvjv), mp. B814-823°C, TLC:
Rr=0.66 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 vfv). IR
(ATR) rmayfcm™!: 3064, 3003, 2917, 1588, 1513, 1446, 1257, 1229,
1142, 1017, 907, 803, 756. 'H NMR (300 MHz, CDCl3) é: 3.34 (s, 3H,
CH3). 3.32(d, 2H, ] = 6.6 Hz), 3.81 (s, 3H), 5.01-5.12 (m, 2H), 5.22 (s,
2H), 5.45 (s, 2H), 5.94 (ddty, 1H, J;=169Hz, J>=10.2Hz and
J3=6.6Hz), 6.65-6.73 (m, 2H), 6.93 (d, 1H, ] = 7.9 Hz), 7.15 (s, 4H),
752 (s, 1H). °C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 21.1 (CHa), 39.8, 53.9, 55.7,
63.5,112.2, 114.6, 115.6, 120.4, 122.6, 128.1, 129.7, 131.4, 133.8, 137.5,
138.6, 144.7, 145.9, 149.5. Calculated for Cz1H24N303, 350.18685;
found: 350.18582. HRMS (M + Na™): Calculated for C21Ha3N3NaOs,
372.16880; found: 372.16776.

4.1.6.12. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy )methyl)-1-(2-bromobenzyl)-
1H-1,2 3-trinzole (6m). White solid, obtained in 77% yield (0.208 g,
0.500 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.132 g, 0.650 mmol), 2-
bromobenzyl azide (0.138g, 0.650 mmol), sodium ascorbate
(0.0510g, 0.260 mmol) and CuSO4-5H20 (0.0330g, 0.130 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3 wvfv), m.p. 67.5-68.6°C, TLC:
Rr=0.70 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 vfv). IR
(ATR) rmaxfcm™1: 3141, 3079, 3003, 2944, 2873, 1587, 1509, 1421,
1389, 1254, 1213, 1134, 1050, 1026, 1000, 920, 759, 649, 596. "H NMR
(300 MHz, CDCls) 4: 3.32 (d, 2H, ] = 6.6 Hz), 3.82 (s, 3H), 5.00-5.11
(m, 2H), 525 (s, 2H), 5.64 (s, 2H), 594 (ddtap, 1H, J; =169 Hz,
J2=102Hz and J3=6.6Hz), 6.65-6.73 (m, 2H), 695 (d, 1H,
J=78Hz), 712 (dd, 1H, J; =74 Hz and J, = 1.7 Hz), 717=7.33 (m,
2H), 7.60 (dd, 1H, J; =7.8 Hz and Jo = 1.2 Hz), 7.66 (s, 1H). >C NMR
(75 MHz, CDCls) é: 39.7, 53.7, 55.7, 63.5, 112.2, 114.7, 115.6, 120.4,
123.1, 123.4, 128.1, 130.30, 130.33, 133.1, 133.8, 134.0, 137.4, 144.7,
145.7, 149.5. Calculated for CyqHyBrN;Os, 414.08171; found:
414,08096. HRMS (M + Na™): Calculated for CagH20BrN3NaOs,
436.06366; found: 436.06290.

4.1.6.13. 4-((4-Allyl-2-methoxyphenoxy Jmethyl)-1-(3-bromobenzyl)-
1H-1,2 3-triazole (6n). White solid, obtained in 79% yield (0.213 g,
0.520 mmol) from the reaction of alkyne 2 (0.132 g, 0.650 mmol), 3-
bromobenzyl azide (0.138g, 0.650 mmol), sodium ascorbate
(0.0510g, 0260 mmol) and CuSO4-5H20 (0.0330g, 0.130 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3 vfv), m.p. 97.5-97.9 °C, TLC: Ry= 0.70
(hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v[v). IR (ATR) »yay/
cm™': 3065, 3011, 2936, 1588, 1512, 1463, 1387, 1226, 1142, 1017,
835, 735, 692. 665. '"H NMR (300 MHz, CDCl3) &: 3.32 (d, 2H,
J=6.6Hz), 3.82 (s, 3H), 5.00—5.13 (m, 2H), 5.24 (s, 2H), 5.47 (s, 2H),
5.94 (ddtap, 1H, J1 =16.9 Hz, J» = 10.8 Hz and J; = 6.6 Hz), 6.65—6.73
(m, 2H), 6.93 (d, 1H, ] = 7.8 Hz), [7.13=7.26 (m), 7.40 (brs), 7.48 (dap,
J=7.7Hz), 4H], 7.57 (s, 1H). *C NMR (75 MHz, CDCl3) 4: 39.8, 53.3,
55.7, 63.4, 112.2, 114.6, 115.7, 120.5, 122.7, 123.0, 126.6, 130.6, 131.0,
1319, 1339, 136.6, 1374, 1451, 145.8, 149.5. Calculated for
CaoH21BrN30,, 414.08171; found: 414.08069. HRMS (M + Na™):
Calculated for CogH2gBrNaNaO;, 436.06366; found: 436.06265.
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4.1.6.14. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-benzyl-1H-
1,2,3-triazole (7a). White solid, obtained in 79% yield (0.198 g,
0.540 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.158 g, 0.690 mmol),
benzyl azide (0.0920 g, 0.690 mmol), sodium ascorbate (0.0550¢g,
0.280 mmol) and CuSO4-5H20 (0.0350 g, 0.140 mmol). Purified by
column chromatography eluted with hexane-ethyl acetate-
dichloromethane (3:1:3 v|v), m.p. 71.4-72.6°C, TLC: R;=0.16
(hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v[v). IR (ATR) rmax/
em™': 3059, 3007, 2958, 2830, 2876, 1588, 1513, 1461, 1332, 1260,
1230, 1140, 1026, 915, 799, 709, 663. 'H NMR (300 MHz, CDCls) é:
217 (quint, 2H, J=7.0Hz), 2.90 (t, 2H, J=75Hz), 3.32 (d, 2H,
J=6.7Hz), 3.81 (s, 3H), 4.01 (t, 2H, ] =6.4 Hz), 5.01=5.11 (m, 2H),
548 (s, 2H), 595 (ddt., 1H, J;=168Hz J»=102Hz and
J3=6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.77 (d, 1H, J= 79 Hz), 7.22-7.37
(m, 6H). *C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 22.1, 28.7, 39.7, 53.9, 55.8, 68.1,
112.3, 113.4, 115.5, 1204, 120.9, 1279, 128.5, 129.0, 132.9, 134.8,
1376, 146.6, 147.7, 149.3. Calculated for CaaHasN302, 364.20250;
found: 364.20148. HRMS (M + Na*): Calculated for CoyHasN3NaO,,
386.18445; found: 386.18341.

4.1.6.15. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(4-
fluorobenzyl)-1H-1,2,3-triazole (7b). White solid, obtained in 86%
yield (0.215 g, 0.560 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.151 g,
0.660 mmol), 4-fluorobenzyl azide (0.100 g, 0.660 mmol), sodium
ascorbate (0.0520g, 0.260mmol) and CuSO4-5H,0 (0.0330¢g,
0.130 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  vjv), m.p.
96.4—-96,8 °C, TLC: Rf=0.21 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) vy Jem™!: 3111, 3061, 3008,
2951, 1587, 1511, 1455, 1260, 1222, 1140, 1015, 905, 798, 772, 654. '"H
NMR (300 MHz, CDCls) 6: 2.17 (quint, 2H, | = 6.9 Hz), 2.90 (t, 2H,
J=75Hz), 332 (d, 2H, J=6.7Hz), 3.81 (s, 3H), 4.01 (t, 2H,
J=6.4Hz), 500-5.13 (m, 2H), 544 (s, 2H), 595 (ddt,, 1H,
J1=16.8Hz, J» = 10.8 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.77 (d,
1H, J="7.9Hz), 7.03 (t, 2H, | = 8.6 Hz), 7.16=7.30 (m, 3H). *C NMR
(75 MHz, CDCly) 4: 221, 28.7, 39.7, 53.2, 55.8, 68.0, 1123, 1134,
115.6, 116.0 (d, J = 21.8 Hz), 120.4, 120.8, 129.7 (d, ] = 8.3 Hz), 130.7
(d,J=3.0Hz),132.9,137.6,146.6,147.8,149.3, 162.7 (d, ] = 246.8 Hz).
Calculated for CyaHasFrN303, 382.19308; found: 382.19211. HRMS
(M + Na™): Calculated for CyHp4FN3NaO,;, 404.17502; found:
404.17404.

4.1.6.16. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(4-
chlorobenzyl)-1H-1,2,3-triazole (7c). White solid, obtained in 87%
yield (0.218 g, 0.550 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.145 g,
0.630 mmol), 4-chlorobenzyl azide (0.106 g, 0.630 mmol), sodium
ascorbate (0.0480g, 0.250mmol) and CuSO4-5H;0 (0.0320¢g,
0.130 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3 wvjv), mp.
81.8—82.2°C, TLC: Rr=0.46 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) rpafem™': 3111, 3063,
3000, 2937, 2856, 1589, 1514, 1446, 1259, 1227, 1140, 1015, 909, 799,
776, 739, 641. 'TH NMR (300MHz, CDCl3) é: 217 (quint, 2H,
J=6.9Hz), 2.90 (t, 2H, ] = 7.5 Hz), 332 (d, 2H, ] = 6.7 Hz), 3.82 (s,
3H), 4.01 (t, 2H, J=6.4Hz), 5.00-5.11 (m, 2H), 5.44 (s, 2H), 5.95
(ddtap, 1H, J; =17.0 Hz, J>=10.2 Hz and J3=6.7 Hz), 6.65—6.73 (m,
2H), 6.77 (d, 1H, ] = 7.9 Hz), 7.16 (d, 2H, | = 8.5 Hz), 7.24 (s, 1H), 7.32
(d, 2H, | = 8.5 Hz). *C NMR (75 MHz, CDCl5) é: 22.1, 28.7, 39.7, 53.2,
55.8, 68.0,112.3,113.4, 115.6, 120.4,120.9,129.2,132.9,133.3, 134.6,
13756, 146.6, 147.9, 149.3. Calculated for Ca1H25CIN302, 398.16353;
found: 398.16272. HRMS (M + Na®): Calculated for
Cy5H,4CIN3Na0,, 420.14547; found: 420.14474.

4.1.6.17. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy )propyl)-1-(4-
bromobenzyl)-1H-1,2,3-triazole (7d). White solid, obtained in 84%

121



284

yield (0.210 g, 0.480 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.130 g,
0.570 mmol), 4-bromobenzyl azide (0.120 g, 0.570 mmol), sodium
ascorbate (0.0450g, 0.230mmol) and CuS04-5H0 (0.0290¢g,
0.110 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  wvjv), mp.
89.4-90.3°C, TLC: Rf=0.46 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 w/v). IR (ATR) rya/cm™': 3110, 3063,
2999, 2950, 1588, 1514, 1459, 1420, 1260, 1227, 1141, 1013, 908, 797,
733, 489. 'H NMR (300 MHz, CDCls) &: 2.17 (quint, 2H, | = 6.9 Hz),
2.90 (t, 2H, ] = 7.5Hz), 3.32 (d, 2H, | = 6.7 Hz), 3.82 (s, 3H), 4.01 (t,
2H, J=63Hz), 5.03-5.13 (m, 2H), 543 (s, 2H), 5.95 (ddt,, 1H,
J1 =16.8 Hz, J»=10.2 Hz and ] = 6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.77 (d,
1H, J]=7.9Hz), 710 (d, 2H, ] =8.4Hz), 724 (s, 1H), 747 (d, 2H,
J=8.4Hz). °C NMR (75 MHz, CDCl3) é: 22.1, 28.7, 39.7, 53.2, 55.8,
68.0,112.3,113.4,115.6,120.4,120.9, 122.7,129.5,132.2, 133.0, 133.9,
137.6, 146.6, 147.9, 149.4. Calculated for Ca2H25BrN3O2, 442.11301;
found: 44211227 HRMS (M + Na*): Calculated for
Cy9H,4BrN3Na0,, 464.09496; found: 464.09402.

4.1.6.18. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy )propyl )-1-(4-iodobenzyl }-
1H-1,2,3-triazole (7e). White solid, obtained in 91% yield (0.246 g,
0.500 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.127 g, 0.550 mmol), 4-
iodobenzyl azide (0.143g, 0.550mmol), sodium ascorbate
(0.0440 g, 0.202 mmol) and CuSO4-5H,0 (0.0280¢g, 0.110 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3 wv/v), m.p. 98.3-99.2°C, TLC:
Rf=045 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v/v). IR
(ATR) rmaxfcm™': 3110, 3062, 2999, 2951, 1588, 1513, 1461, 1419,
1260, 1227, 1140, 1009, 910, 797, 731, 655, 484. "H NMR (300 MHz,
CDCl3) é: 217 (quint, 2H, J = 6.9 Hz), 2.90 (t, 2H, ] = 7.5 Hz), 3.33 (d,
2H, J=6.6Hz), 3.82 (s, 3H), 4.01 (t, 2H, J=6.3Hz), 5.00-5.12 (m,
2H), 541 (s, 2H), 5.95 (ddtasp, 1H, J; =168 Hz, J=10.2 Hz and
J3="6.6Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.77 (d, 1H, ] = 7.9 Hz), 6.96 (d, 2H,
J=8.3Hz), 7.24 (s, 1H), 7.68 (d, 2H, J=8.3 Hz). *C NMR (75 MHz,
CDCls) é: 22.1, 28.7, 39.7, 53.3, 55.8, 68.0, 94.3, 112.3, 113.4, 115.6,
1204, 1209, 1296, 1329, 134.5, 1376, 138.1, 146.6, 147.9, 149.3.
Calculated for CapHa50IN302, 490.09915; found: 490.09836 HRMS
(M + Na*): Calculated for CazHz4IN3NaO,, 512.08109; found:
512.08038.

4.1.6.19. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(4-nitrobenzyl)-
1H-1,2,3-trinzole (7f). White solid, obtained in 82% yield (0.205g,
0.500 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.141 g, 0.610 mmol), 4-
nitrobenzyl azide (0.109g, 0.610mmol), sodium ascorbate
(0.0480 g, 0.240 mmol) and CuSO4-5H>0 (0.0310¢, 0.120 mmol).
Purified by column chromatography eluted with hexane-ethyl ac-
etate-dichloromethane (3:1:3 v/v), m.p. 79.7=80.4 °C, TLC: R; 0.29
(hexane-ethyl acetate-dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) rmax/
cm™': 3111, 3062, 2949, 2911, 1590, 1518, 1465, 1348, 1227, 1139,
1014, 907, 849, 798, 713, 592. '"H NMR (300 MHz, CDCls) é: 2.19
(quint, 2H, | = 6.9 Hz), 2.94 (t, 2H, ] = 7.5 Hz), 3.31 (d, 2H, | = 6.7 Hz),
3.81 (s, 3H), 4.01 (t, 2H, J= 6.3 Hz), 5.00-5.12 (m, 2H), 5.59 (s, 2H),
5.94 (ddt,p, 1H, J; =16.8 Hz, Jo = 10.2 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.65—6.73
(m, 2H), 6.77 (d, 1H, ] = 7.8 Hz), 7.31=7.38 (m, 3H), 819 (d, 2H,
J=8.7Hz). °C NMR (75 MHz, CDCl;) é: 22.1, 28.6, 39.7, 52.9, 55.8,
68.0,112.4,113.4,115.6,120.4,121.3,124.2, 128 4, 133.0, 137.5, 141.9,
146.6, 1479, 148.3, 149.3. Calculated for CyoHasN4O4, 409.18758;
found: 409.18677. HRMS (M + Na™): Calculated for CyyHp4N4NaOy,
431.16952; found: 431.16867.

4.1.6.20. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy Jpropyl)-1-(4-
methoxybenzyl)-1H-1,2,3-triazole (7g). White solid, obtained in 83%
yield (0.224 g, 0.570 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.158 g,
0.690 mmol), 4-methoxybenzyl azide (0.113 g, 0.690 mmol), so-
dium ascorbate (0.0550 g, 0.280 mmol) and CuSO4-5H0 (0.0350 g,
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0140 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  wvfv), mp.
88.9-90.4°C, TLC: Rf=0.22 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) rpna/ecm™': 3114, 3062,
3005, 2951, 2868, 1587, 1512, 1455, 1295, 1251, 1227, 1131, 1032,
1015, 917, 801, 749, 652. "H NMR (300 MHz, CDCl3) é: 2.16 (quint,
2H,]=7.0Hz), 2.88 (t,2H, ] = 7.5 Hz), 3.32 (d, 2H, ] = 6.6 Hz), 3.80 (s,
3H), 3.82 (s, 3H), 4.01 (t, 2H, ] = 6.4 Hz), 5.00-5.11 (m, 2H), 5.40 (s,
2H), 595 (ddts, 1H, J;=16.8Hz, [»=99Hz and J2=6.6Hz),
6.65—6.73 (m, 2H), 6.77 (d, 1H, J=7.9 Hz), 6.87 (d, 2H, | =8.6 Hz),
7.15—7.23 (m, 3H), ®C NMR (75 MHz, CDCl;) 4: 22.1, 28.7, 39.7, 53.5,
55.3, 55.8, 68.1, 112.3, 113.4, 114.4, 115.5, 120.4, 120.6, 126.8, 129.5,
132.9, 1376, 146.6, 1476, 149.3, 159.8. Calculated for Ca3H2gN303,
394.21307; found: 394.21225. HRMS (M + Na™): Calculated for
Ca3Hz7M3Na0s, 416.19501; found: 416.19415.

4.1.6.21. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(4-(tri-
fluoromethoxy )benzyl)-1H-1,2,3-triazole (7h). White solid, obtained
in 84% yield (0.210g, 0.470 mmol) from the reaction of alkyne 3
(0129¢g, 0.560 mmol), trifluoromethoxybenzyl azide (0.129g,
0.560 mmol), sodium ascorbate (0.0440g, 0.220 mmol) and
CuS0y4-5H,0 (0.0280 g, 0.110 mmol). Purified by column chroma-
tography eluted with hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3
vjv), m.p. 93.4-94.9°C, TLC: Rr=049 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 vjv). IR (ATR) pyafem—1: 3118, 3063,
2949, 2878, 1590, 1511, 1454, 1259, 1225, 1138, 1034, 1014, 911, 800,
743, 652. 'H NMR (300 MHz, CDCls) é: 2.18 (quint, 2H, ] = 6.9 Hz),
2.91 (t, 2H, J=7.5Hz), 3.32 (d, 2H, ] = 6.7 Hz), 3.81 (s, 3H), 4.01 (t,
2H, J=6.3Hz), 5.01-513 (m, 2H), 548 (s, 2H), 595 (ddt,p, 1H,
J1=16.8 Hz, ] = 10.2 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.77 (d,
1H, ] =7.9Hz), 7.19 (d, 2H, = 8.6 Hz), 7.23=7.31 (m, 3H). ®C NMR
(75MHz, CDCl3) é: 22.1, 28.7, 39.7, 53.0, 55.8, 68.0, 112.3, 113.4,
115.6, 120.3 (q, J = 257.0 Hz, DEFg), 1204, 121.0, 121.4, 129.3, 133.0,
133.6, 137.6, 146.6, 148.0, 149.2—-149.3 (m), 149.4. Calculated for
Ca3HasF3N303, 448.18480; found: 44818399 HRMS (M + Na™):
Calculated for Ca3H,4F3N3NaOs, 470.16675: found: 470.16602.

4.1.6.22. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(4-(tri-
Sfluoromethyl)benzyl)-1H-1,2,3-triazole (7i). White solid, obtained in
92% yield (0.230g, 0.530 mmol) from the reaction of alkyne 3
(0.133g, 0.580 mmol), trifluoromethylbenzyl azide (0117g,
0.580 mmol), sodium ascorbate (0.0460g, 0.230mmoel) and
CuS04-5H30 (0.0290 g, 0.120 mmol). Purified by column chroma-
tography eluted with hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3
vjv), m.p. 111.3-1125°C, TLC: Rr=0.50 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) rmax/em™': 3110, 3062, 2947,
2910, 1589, 1516, 1466, 1421, 1328, 1263, 1224, 1142, 1116, 1014, 908,
798, 740, 669. 'H NMR (300 MHz, CDCls) é: 2.19 (quint, 2H,
J=6.9Hz), 292 (t, 2H, J=75Hz), 3.32 (d, 2H, ] =6.7 Hz), 3.81 (s,
3H), 4.02 (t, 2H, ] =6.3 Hz), 5.00-5.13 (m, 2H), 5.54 (s, 2H), 5.94
(ddt,y, 1H, J; =16.8 Hz, J, = 10.2 Hz and J; = 6.74 Hz), 6.65—6.73 (m,
2H), 6.77 (d, 1H, ] = 7.9 Hz), 7.28 (s, 1H), 7.32 (d, 2H, ] = 8.1 Hz), 761
(d, 2H, J = 8.1 Hz). '®C NMR (75 MHz, CDCl3) 4: 22.1, 28.8, 39.7, 53.2,
55.9,68.0,112.3,113.4,115.6,120.4,121.1,123.8 (g, ] = 270.8 Hz, CF3),
126.0 (q. J= 3.8 Hz), 128.0, 130.9 (q, ] = 32.5 Hz), 133.0, 137.6, 138.8,
146.7, 148.1, 149.4. Calculated for Ca3HasF3N302, 432.18989; found:
44318903. HRMS (M + Na*): Calculated for Cy3Hp4F3N3NaOsg,
454.17183; found: 454.17093.

4.1.6.23. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(3,4-
difluorobenzyl)-1H-1,2,3-triazole (7j). White solid, obtained in 90%
yield (0.225 g, 0.560 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.144 g,
0.630 mmol), 3,4-difluorobenzyl azide (0.107 g, 0.630 mmol), so-
dium ascorbate (0.0500 g, 0.250 mmeol) and CuSO4-5H20 (0.0320 g,
0130 mmol). Purified by column chromatography eluted with
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hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  wjv), mp.
65.9-671°C, TLC: Rf=0.32 (hexane-ethyl acetate-

97.1-97.8 °C, TLC: Rr= 0.41 (hexane-ethyl acetate-dichloromethane
3:1:3 v/v). IR (ATR) rmax/cm™': 3111, 3061, 2949, 1588, 1515, 1454,
1261, 1288, 1228, 1141, 1017, 915, 754. '"H NMR (300 MHz, CDCls) é:
218 (quint, 2H, J=6.9Hz), 2.92 (t, 2H, J=7.5Hz), 3.32 (d, 2H,
J=6.7Hz), 3.82 (s, 3H), 4.01 (t, 2H, | = 6.3 Hz), 5.00—5.12 (m, 2H),
543 (s, 2H), 595 (ddt,, 1H, J;=168Hz, Jo=102Hz and
J3=6.7 Hz), 6.65—6.71 (m, 2H), 6.77 (d, 1H, ] = 7.9 Hz), 6.92—7.20
(m, 3H), 7.27 (s, 1H). *C NMR (75 MHz, CDCls) é: 22.1, 28.7, 39.7,
52,5, 559 (brd, J=83Hz), 68.0, 1125, 113.4, 115.6, 1170 (d,
J=17.3Hz), 117.9 (d, ] = 17.3 Hz), 120.4, 120.9, 124.0 (dd, J; =6.8 Hz
and J» = 3.8 Hz), 131.8—131.9 (m), 133.0, 137.5, 146.5, 148.1, 149.3,
[148.6=148.9 (m), 151.9=152.2 (m)]. Calculated for CazHa4FN30s,
400.18366: found: 400.18274. HRMS (M + Na™): Calculated for
C22H23F2N3Na0s, 422.16560; found: 422.16473.

4.1.6.24. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(4-
methylbenzyl)-1H-1,2,3-triazole (7k). White solid, obtained in 80%
yield (0.216 g, 0.570 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.165 g,
0.720 mmol), 4-methylbenzyl azide (0.106 g, 0.720 mmol), sodium
ascorbate (0.0570g, 0.290mmol) and CuSO4-5H20 (0.0360¢,
0140 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  vfv), m.p.
59.6—-60.9°C, TLC: Rf= 042 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) rya/cm™—': 3111, 3061, 2953,
2916, 2880, 1588, 1514, 1449, 1420, 1260, 1228, 1140, 1014, 904, 845,
799, 75, 720, 650. '"H NMR (300 MHz, CDCls) &: 2.16 (quint, 2H,
J=7.0Hz), 2.34 (s, 3H, CHs), 2.88 (t, 2H, J=7.5Hz), 3.32 (d, 2H,
J=6.7Hz), 3.81 (s, 3H), 4.01 (t, 2H, | = 6.4 Hz), 5.00-5.13 (m, 2H),
543 (s, 2H), 595 (ddtiy, 1H, J;=168Hz, J>=102Hz and
J3=6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.77 (d, 1H, | = 7.9 Hz), 710-7.18 (m,
4H), 7.21 (s, TH). 3C NMR (75 MHz, CDCls) é: 21.0 (CHa), 22.1, 28.7,
39.7, 53.7, 55.8, 68.0, 112.3, 113.4, 115.5, 120.4, 120.7, 127.9, 1296,
131.7, 132.8, 1375, 1384, 146.6, 1476, 149.3. Calculated for
C23HgN205, 378.21815; found: 378.21719. HRMS (M + Na*):
Calculated for Cy3Ha5N3NaO-, 400.20010; found: 400.19922.

4.1.6.25. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(2-
bromobenzyl)-1H-1,2,3-triazole (71). White solid, obtained in 79%
yield (0.198 g, 0.450 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0.130 g,
0.570 mmol), 2-bromobenzyl azide (0.120 g, 0.570 mmol), sodium
ascorbate (0.0450g, 0.230mmol) and CuSO4-5H20 (0.0290¢g,
0.110 mmol). Purified by column chromatography eluted with
hexane-ethyl acetate-dichloromethane (3:1:3  wvfv), mp.
47.8—-49.1°C, TLC: Rf=0.61 (hexane-ethyl acetate-
dichloromethane 3:1:3 v/v). IR (ATR) wmaxfcm~': 3104, 3054,
2931, 1587, 1511, 1467, 1419, 1230, 1135, 1027, 948, 804, 744, 653. 'H
NMR (300 MHz, CDCls) &: 2.19 (quint, 2H, J=7.0Hz), 2.92 (t, 2H,
J=75Hz), 3.32 (d, 2H, J=67Hz), 3.82 (s, 3H), 4.02 (t, 2H,
J=6.4Hz), 500-513 (m, 2H), 561 (s, 2H), 595 (ddts, 1H,
J;=16.8Hz, | =10.2 Hz and 3 = 6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.78 (d,
1H, J=7.8 Hz), 708 (dd, 1H, J; =7.5Hz and J> = 16Hz), 7.15=7.31
(m, 2H), 7.35 (s, 1H), 7.59 (dd, 1H, J; =7.8 Hz and J» = 1.1 Hz). °C
NMR (75 MHz, CDCls) é: 22.1, 28.7, 39.7, 53.6, 55.8, 68.1,112.3,113.4,
115.5,120.3,121.3,123.2, 128.1,130.1,130.2,132.9, 133.1,134.4, 137.6,
146.6, 147.7, 149.3. Calculated for CazHa5BrN303, 442.11301; found:
44211197. HRMS (M + Na™): Calculated for CaaH24BrN3NaOs,
464.09496; found: 464.09390.

4.1.6.26. 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(3-
bromobenzyl)-1H-1,2 3-triazole (7m). White solid, obtained in 81%
yield (0.203 g, 0.460 mmol) from the reaction of alkyne 3 (0130 g,
0.570 mmol), 3-bromobenzyl azide (0.120 g, 0.570 mmol), sodium
ascorbate (0.0450g, 0.230mmol) and CuSO4-5H20 (0.0290¢,
0110 mmol). Purified by column chromatography eluted with

dichloromethane 3:1:3 vfv). IR (ATR) »may/em™': 3110, 3062,
2949, 2881, 1589, 1514, 1462, 1260, 1227, 1140, 1013, 798, 726, 689,
586."H NMR (300 MHz, CDCl3) é: 2.18 (quint, 2H, ] = 6.9 Hz), 2.91 (t,
2H, J=75Hz), 3.32 (d, 2H, J=6.7Hz), 3.82 (s, 3H), 4.02 (t, 2H,
J=63Hz), 500-513 (m, 2H), 544 (s, 2H), 594 (ddt,, 1H,
J1 =168 Hz,J2=10.2 Hz and J3 = 6.7 Hz), 6.65—6.73 (m, 2H), 6.78 (d,
1H, J = 7.9 Hz), [710=7.30 (m), 7.38 (brs), 7.46 (dap), J= 7.8 Hz, 5H].
3¢ NMR (75 MHz, CDCls) 4: 22.1, 28.7, 39.7, 53.1, 55.8, 68.0, 112.3,
113.4,115.6,120.4,121.0, 123.0, 126.4, 130.6,130.8,131.7,132.9, 1371,
137.6, 146.6, 148.0, 149.3. Calculated for CzHasBrN302, 442.11301;
found: 44211218, HRMS (M 4+ Na™): Calculated for
CyoH,4BrN;Na0,, 464.09496; found: 464.09412.

4.2, Leishmanicidal assays

4.2.1. Parasites

Promastigotes of L. amazonensis (WHOM/BR/75/Josefa) trans-
fected with the gene of green fluorescent protein (GFP) were
cultured in M199 medium, supplemented with 50 Ul/mL of peni-
cillin, 50 pg mL~! of streptomycin and 10% (v/v) of heat-inactivated
fetal calf serum and 2% of human urine at 26 °C. Promastigotes were
periodically cultured in 1000 pg mL™! of geneticin (G418) for bright
green fluorescence selection [40].

4.2.2. Antipromastigote assay

For evaluation of anti promastigote activity, fluorescent pro-
mastigotes were plated in triplicate at 5 x 10° parasites/well with
varying concentrations of the tested compounds (0, 0.1, 1, 10, and
100 pmol L) in a final volume of 200 uL of medium M199 con-
taining 5% HIFCS. It is important to mention that the compounds
were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and the final con-
centration of DMSO was <1% in all treated variables. After 72 hat
27 °C, the fluorescence intensity of the cultures was measured us-
ing a plate-reader fluorometer (Fluoroskan) set at 435 nm excita-
tion/538 nm emissions. All treatments were performed in triplicate,
and the results were expressed as percent inhibition in relation to
control treatment in medium alone.

4.2.3. Antiamastigote assay

For antiamastigote activity, mouse peritoneal macrophages
were collected from the peritoneal cavities of BALBfc mice in ice-
cold DMEM medium (Sigma). The cells were plated at 2 % 105/mL
in Lab-Tek 8-chamber slides (Nunc, Naperville, Ill.) and incubated at
37°C and 4% CO, for 1h. No adherent cells were removed by
washing with pre warmed phosphate-buffered saline (PBS).
Adherent macrophages were infected with L amazonensis pro-
mastigotes (stationary growth phase) at a 5:1 parasite/macrophage
ratio and incubated for 1hat 35°C and 5% CO,. After 4h, the
chambers were washed three times with pre warmed PBS to
remove free parasites. The monolayers were incubated with com-
pound 7k up to 100 pmol L' for 72hat 37°C and 5% COs. The
reference drugs pentamidine (Sigma-Aldrich) and glucantime
(Sanofi-aventis) were used at concentrations varying from 0.1 to
100 pmol L~ and 0.1 to 100 pg mL™, respectively. The anti amas-
tigote activity was evaluated microscopically after staining the
chambers with the Instant Prov hematological dye system (New-
prov, Curitiba, Brazil); at least 200 macrophages were counted per
sample. The results are expressed as the infection index (IF) using
the following equation: IF =% infected cells X number of amasti-
gotes(total macrophages. The calculation of the ICsp was performed
by logarithmic regression, and the statistical analysis was per-
formed using Student's t-test in GraphPad Prism 5.0 software.
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4.2.4. Cytotoxicity evaluation against macrophages

The release of the cytoplasmic enzyme lactate dehydrogenase
(LDH) into the culture medium was measured using an assay kit
(Doles Reagents, Brazil) and a plate-reader spectrometer (Spec-
traMax M5) at 340 nm. Maximum and minimum release values
were obtained with cells cultured with 2% Triton X-100 or medium,
respectively. LDH release was expressed as percent of the positive
control. The 1Csq values were calculated by linear regression anal-
ysis. Data were analyzed using Student's t-test when comparing
two groups or one-way ANOVA for more than two groups followed
by Tukey's multiple comparisons post hoc test, using the GraphPad
Program; p-values less than 0.05 were considered statistically
significant.

4.3. Calculation of physicochemical and pharmacokinetic properties

2D representations of eugenol derivatives were drawn in the
Maestro interface [41]. Ligands were then prepared with the Lig-
Prep software, and relevant protonation states at pH 7.0 were
calculated with Epik. Forty-four physicochemical and pharmaco-
kinetic properties were calculated by the normal mode of QikProp
[35].
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Considerando a atividade leishmanicida apresentada pelos derivados 1,2,3-
triazolicos, bem como a similaridade estrutural entre o eugenol e a vanilina
(Capitulo 1), o presente trabalho objetivou a obtencdo de novas moléculas que
possam ser utilizadas como modelos para o desenvolvimento de novos farmacos,
que sejam mais eficientes e menos toxicos aos pacientes infectados com
parasitos do género Leishmania. Neste capitulo sdo descritos os resultados da
avaliacdo da atividade leishmanicida dos derivados triazdlicos da vanilina 6a-6k e

7a-7k contra Leishmania amazonensis.
3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Generalidades

O ensaio de avaliacao da atividade leishmanicida dos compostos triazolicos
derivados da vanilina 6a-6k e 7a-7k foram realizados em colaboracdo com o
professor Dr. Wallace Pacienza Lima no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
(IBCCF), na Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ.

3.2.2. Avaliacéo da atividade anti-promastigota

Promastigotas de Leishmania amazonensis (5x10°/mL) em fase metaciclica
foram plaqueadas em placa de 96 pocos e incubadas com diferentes
concentracbes dos compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7k (0,1; 1; 10; 100 e 1000 pmol
L) durante 72 h a 26 °C em meio M199 suplementado com 5% de soro fetal
bovino. Apés este tempo, a viabilidade dos parasitos foi avaliada por fluorimetria
(555/585 nm) pelo método de Alamar Blue e representada por meio da
porcentagem de crescimento.

O método Alarme Blue representa um método simples e quantitativo de
medida da proliferacé@o celular, viabilidade e citotoxicidade. Este método consiste
na utilizacdo do corante indicador denominado resazurina, que € uma substancia
azul, ndo tbxica, solivel em agua e que muda de cor devido a atividade celular.
As enzimas produzidas por células que crescem ativamente convertem a
resazurina a sua forma rosa fluorescente, resorufina (Figura 3.5, pg. 126). A
producdo de resorufina é proporcional a atividade metabdlica da célula. Embora

esta mudanca de cor seja visivel, geralmente € monitorada por instrumentos que
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medem com precisdo mudancas na absorcdo ou fluorescéncia (ROLON et al.,
2006; OSAKA e HEFTY, 2013).

o°
‘ NADH/ H* NAD* H,0 N
o, — IO
HO (0] o HO (0] o
Resazurina Resorufina

Figura 3.5. Converséo da Resazurina em Resorufina.

Os valores de ICso foram calculados a partir da curva de regressao nao
linear dos valores obtidos em cada concentragao.

3.2.3. Avaliagéo da citotoxidade

Macréfagos diferenciados de medula 6ssea - BMDM (1x10°/poco) foram
plagueados em placa de 96 pocos e incubados com diferentes concentracdes dos
compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7k (0,1; 1; 10; 100 e 1000 pmol L) durante 48 h a
37 °C em meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino. Apés este
periodo, a viabilidade celular foi avaliada por fluorimetria (555/585 nm) pelo
método de Alamar Blue e representada como porcentagem. Os valores de CCsg
foram calculados a partir da curva de regressdo nao linear dos valores obtidos em

cada concentracao.
3.2.4. Avaliagéo da atividade anti-amastigota

Macréfagos peritoneais de camundongos da linhagem BALB/c foram
distribuidas em placas de 24 pocos com laminulas de vidro na concentracdo de
2x10° células/pogo, em meio DMEM+5% HIFCS, em um volume de 0,3 mL/poco.
As placas foram mantidas em estufa de 37°C e 5% CO, por 2 h para garantir a
aderéncia dos macréfagos. Em seguida os macréfagos foram infectados com
promastigotas de L. amazonensis-GFP, em uma razdo de 10 promastigotas por
macrofago, por 4 h a 34 °C. Apos o tempo de infeccdo, a cultura foi lavada 3
vezes com PBS morno e incubada com 10; 100 ou 1000 pmol L™ dos compostos

por 48 h a 37°C e 5% CO,. A carga parasitaria na cultura foi avaliada por
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coloragdo panotica, seguido de contagem direta de parasitos/macréfagos de pelo
menos 100 amastigotas/cultura. O calculo do ICso foi feito por analise de

regressao logaritmica realizada no GraphPad Prism 5.0.
Producéo de 6xido nitrico

Macroéfagos infectados e tratados como descrito anteriormente, receberam
IFNy (1 pg/mL) e os sobrenadantes foram coletados para a dosagem da producéo
de oxido nitrico pelo método modificado de Griess (BREDT e SNYDER, 1994). A
densidade ¢tica foi avaliada usando espectrofotometro (Bio-Tek Powerwave XS)
no comprimento de onda de 570 nm. Por fim, a quantidade de nitrito acumulada
foi calculada por meio de uma curva padrdo com varias concentracdes de nitrito
de sédio (NaNO,) 0-50 mol L™.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos triazélicos derivados da vanilina 6a-6k e 7a-7k foram
avaliados contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis, espécie que
causa a leishmaniose cutanea (LC) a qual é caracterizada pela presenca de
pequenos nodulos cutdneos ou até mesmo a destruicdo dos tecidos (DOS
SANTOS et al., 2011).

A acdo dos compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7k foi avaliada pela inibicdo do
crescimento da forma promastigota na presenca de diferentes concentracdes (0,1;
1; 10; 100 e 1000 pmol L™) e apés 72 h de tratamento. A viabilidade celular foi
avaliada pelo método de Alamar Blue e representada em porcentagem conforme
apresentado na Figura 3.6 (pg. 128).
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Figura 3.6. Atividade anti-promastigota dos compostos a) 1, 2, 6a-6k e b) 3, 7a-7k. L. amazonensis (5x10° promastigotas/mL)
foram cultivadas na presenca de diferentes concentracdes (0,1; 1; 10; 100 pmol L™) dos compostos 1, 2, 6a-6k e 7a-7k por 72 h a
26 °C em meio M199 suplementado com 5% de soro fetal bovino. A quantidade de parasitos foi medida indiretamente através do

método Alamar Blue e representado através da porcentagem de crescimento.
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Com base nos resultados, verificou-se que para a série de compostos
triazolicos 6a-6k os valores de ICsy variaram, de modo geral, entre 10 e 100 umol
L™, sendo os compostos 6b, 6e, 6h e 6k aqueles que apresentaram as melhores
atividades leishmanicida. Os compostos 6e e 6k apresentaram valores de ICs
inferiores a 10 umol L™ contra a forma promastigota (Figura 3.6, pg. 128). Para a
série dos compostos triazélicos 7a-7k, os valores de ICsp variaram de 1,0 a 100
umol L, indicando uma possivel influéncia do aumento da cadeia carbdnica com
respeito a atividade leishmanicida dos derivados analisados (Figura 3.6, pg. 128).
Os compostos mais ativos desta série foram os compostos 7b, 7c e 7k, sendo o
composto 7b o0 mais eficiente com valor de ICs, aproximado de 1,0 pmol L™. Cabe
salientar que a vanilina (1) apresentou atividade leishmanicida inferior comparada
aos compostos sintetizados mostrando que a sua conversdo em derivados
triazolicos resultou em compostos com maior eficiéncia de inibir a viabilidade
celular das formas promastigotas de L. amazonensis.

Os compostos 1, 3, 6a-6k e 7a-7k também foram submetidos a ensaios in
vitro para avaliacdo da citotoxicidade dos compostos frente aos macrofagos.
Neste sentido, empregaram-se diferentes concentracbes (0,1; 1; 10; 100 e 1000
umol L) durante 48 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de Alamar
Blue e representada em porcentagem conforme apresentado na Figura 3.7 (pg.
130).
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Figura 3.7. Citotoxicidade contra macréfagos dos compostos 1, 3, 6a-6k e 7a-7k. Macrofagos diferenciados de medula 6ssea-
BMDM (1x10°/poco) foram plaqueados em placa de 96 pocos e incubados na presenca de diferentes com concentragdes (0,1; 1;
10; 100 e 1000 umol L™) dos compostos por 48 h a 37 °C em meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino. A viabilidade

celular foi avaliada pelo método de Alamar Blue e representado por porcentagem.
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De acordo com os resultados (Figura 3.7, pg. 130) foi observado que os
derivados triazolicos de maior toxicidade frente aos macrofagos foram os
compostos 6a, 6e, 6h, 6j, 7f, 7h e 7k.

As amastigotas sdo as formas parasitérias persistentes no hospedeiro, e
responsaveis por causar os sintomas da doenca. Sendo assim, este deve ser o
principal alvo quimioterapico de novos agentes leishmanicidas (DE MORAIS et al.,
2014). Apos os testes realizados contra as formas promastigotas, as substancias
mais ativas foram selecionadas para a avaliacdo da atividade contra as formas
amastigotas intracelulares e os resultados desta avaliagdo sado apresentados nas
Tabelas 3.1 e 3.2 (pgs. 132 e 133). O Glucantime foi utilizado como controle
positivo nos testes anti-amastigotas e para efeito de comparacao foram incluidos
os dados referentes as atividades apresentadas pelo composto mais ativo 4-(3-(4-
alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(4-metilbenzil)-1H-1,2,3-triazol* conforme descrito no

trabalho de Teixeira e colaboradores (2018).

' No artigo “Synthesis and leishmanicidal activity of eugenol derivatives bearing 1,2,3-triazole
functionalities” publicado na revista European Journal and Medicinal Chemistry 2018, 146, 274-
286 e que foi incluido neste capitulo.
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Tabela 3.1. Valores de ICsy da atividade leishmanicida e citotoxicidade contra
macréfagos dos compostos 1, 2 e 6a-6k.

ICso (Mol L™)

Amostra Promastigotas Amastigotas = Macréfagos IS (Tl Igt];::\(l))
Anfotericina B 0,2+0,1 nd Nd nd Nd
*Composto 74+08  1,6+02 211,923 1325 1303
Ativo
1 696,8 £ 2,8 nd 8092,2+ 3,9 11,6 Nd
2 66,2+1,8 nd Nd nd Nd
6a 38,3+1,6 nd 236+14 0,6 Nd
6b 29,6 +1,5 38,6 + 2,3 305,1+2,5 10,3 1,1+0,3
6¢C 51,4+15 nd Nd nd Nd
6d 33,6+1,3 nd 226,2+2,4 6,7 Nd
6e 9,5+0,9 29,8 + 3,7 31,6 +1,5 3,2 16+04
6f 303,525 nd Nd nd Nd
69 32,3+0,5 nd 174,4+ 2.3 5,3 Nd
6h 9,1+0,9 23,2 36,8+ 1,6 4,0 0,9+0,1
6i 103,3+£2,0 nd Nd nd Nd
6] 10,3+1,0 nd 31,6+1,5 3,0 Nd
6k 32,6 +1,5 43,7+ 2,5 300,8+2,4 9,2 1,0£0,3
**Glucantime nd 45,5 +1,6 755+ 2,6 1,6 1,9+0,5
***|EN-y nd nd Nd nd 12,3+ 0,8

Média £ SD (n = 3).

Os dados marcados em azul foram obtidos em experimentos anteriores. Estdo sendo mostrados somente para
comparagéo.

IS= Indice seletividade (1S= ICs, da citotoxicidade frente a macrofagos/ICs, da atividade de leishmanicida)
*Composto mais ativo conforme desccrito no trabalho de Teixeira e colaboradores (2018).

**Glucantime (ug mL™)

***|EN-y = Interferon-gama (1 ug mL™)

nd = ndo determinado.
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macréfagos dos compostos 3 e 7a-7k.
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Valores de ICsy da atividade leishmanicida e citotoxicidade contra

ICso (umol L™

Amostra Promastigotas Amastigotas = Macrofagos IS (Tl Igt];::\(l))
Anfotericina B 0,2+0,1 nd Nd nd nd
*Composto 74+08  16%02 211,923 1325 1303
Ativo
3 18,6 +1,3 nd 121,8+2,0 nd nd
7a 325+15 nd 2275+24 nd nd
7b 1,1+£0,2 42+1,0 163,8 £ 2,2 1489 19+0,6
7c 95+1,0 25,1+ 37 103,9+ 2,0 10,9 2,6+0,6
7d 335025 nd 1914+ 23 nd nd
7e 175+1.2 nd 286,2+ 2,5 nd nd
7f 21,1+13 nd 52,3+1,7 nd nd
79 62,8+1,8 nd 275,6+24 nd nd
7h 39,3x1,6 nd 25,6+14 nd nd
7i 195+1;3 nd 103,5+2,0 nd nd
7j 32,3x15 nd 140,8 £ 2,1 nd nd
Tk 53+0,7 85+25 60,8 + 1,8 11,5 1,5+0,7
*Glucantime Nd 45,5 +1,6 755+ 2,6 1,6 1,9+0,5
***EN-y Nd nd Nd nd 12,3+0,8

Média + SD (n = 3).

Os dados marcados em azul foram obtidos em experimentos anteriores. Estdo sendo mostrados somente para

comparacao.

IS= indice seletividade (1S= 1Cs, da citotoxicidade frente a macrofagos/ICs, da atividade de leishmanicida)

*Composto mais ativo conforme descrito no de Teixeira e colaboradores (2018).
**Glucantime (g mL™)

***|EN-y = Interferon-gama (1 pg mL™?).

nd = ndo determinado.
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A partir da analise dos resultados apresentados na Tabela 3.1 (pg. 132)
verificou-se que o0s compostos 6a-6k apresentaram, de modo geral, baixa
eficiéncia sobre as formas promastigota de Leishmania amazonensis quando
comparados com a Anfotericina B (quimioterapico comercial) e com o composto
mais ativo descrito por Teixeira e coautores (2018). No entanto, os compostos 6b,
6e, 6h e 6k demonstraram atividades promissoras dentre todas as substancias
avaliadas, com ICsy de 29,6; 9,5; 9,1 e 32,6 umol L™, respectivamente (Figura
3.8). Para a série dos compostos 7a-7k, conforme observado na Tabela 3.2 (pg.
133), as substancias que se destacaram devido a maior atividade frente as formas
promastigota de L. amazonensis foram 7b, 7c e 7k com valores de ICsg

respectivamente iguais a 1,1; 9,5 e 5,3 ymol L™ (Figura 3.8).

n=1: (6b) R = NO, ICs; = 29,6 pmol L1 n=3: (7b) R=NO, IC5¢ = 1,1 pmol L
(6e) R =1 ICs0 = 9,5 pmol L™ (7c)R=Cl  ICgp=9,5 pmol L™
(6h) R=CF5 1Cs0=9,1 pmol L™ (7TKYR=H  1Cs0=5,3 umol L’

(6k)R=H  ICs0= 32,6 ymol L’

Figura 3.8. Estruturas dos derivados que apresentaram melhores atividades

contra as formas promastigota de L. amazonensis.

Devido a maior atividade destes compostos contra as formas promastigota
de L. amazonensis, 0s mesmos foram selecionados para a avaliagdo da atividade
leishmanicida contra as formas amastigota intracelular. O Glucantime
(quimioterapico comercial) foi utilizado como controle positivo e os dados de
atividade leishmanicida do composto mais ativo descrito no trabalho de Teixeira e
colaboradores (2018) foram incluidos para efeito de comparacédo (Tabelas 3.1 e
3.2). As estruturas dos compostos e os valores de ICsp da atividade leishmanicida

contra as formas amastigota estédo apresentados na Figura 3.9 (pg. 135).
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n=1: (6b) R = NO, ICs = 38,6 pmol L™’ n=3: (7b) R = NO, ICsy = 4,2 pmol L™’
(6e) R =1 IC50 = 29,8 ymol L (7c) R=ClI ICs50 = 25,1 umol L
(6h) R =CF5; ICsq = 23,2 pmol L (TYR=H  ICs0=8,5 ymol L’

(6k)R=H  ICsq=43,7 ymol L’

Figura 3.9. Estruturas dos derivados que apresentaram melhores atividades

contra a forma amastigota de L. amazonensis.

Comparando-se os valores de ICs obtidos para 6b, 6e, 6h, 6k, 7b, 7c, 7c e
7k € possivel observar que todos estes compostos apresentaram atividade
leishmanicida superior ao quimioterapico comercial Glucantime (ICso = 45,5 + 1,6
umol L™). Destaca-se ainda a influéncia do aumento da cadeia carbdnica sobre a
atividade leishmanicida dos derivados analisados, que pode ser atestada pelos
valores de ICsy obtidos para os compostos 7b e 7k, que possuem 0S mesmos
benzila das substancias 6b e 6k. Dentre todos os compostos avaliados, o
nitrocomposto 7b foi 0 composto mais ativo, apresentando valor de ICsg igual 4,2
pmol L™,

Os nitrocompostos ja foram empregados em muitas classes terapéuticas e
atualmente sdo utilizados no tratamento de algumas doencas devido as diversas
aplicagbes que eles apresentam, tais como: antianginosos, anti-hipertensivos,
anticoagulantes,  anti-inflamatoérios,  antibacterianos,  antineoplasicos e
antiparasitarios (PAULA et al., 2009; NEPALI et al., 2019). Alguns exemplos de

nitrocompostos utilizados como farmacos sdo apresentados na Figura 3.10.

I
HC—S=0

N
{
NH H /(1
o | HsC™ °N NO,
SR ¢ S
° OH
NO, NITROFURAL

antibacteriano METRONIDAZOL

NIMESULIDA antiparasitario

anti-inflamatério

Figura 3.10. Estruturas de nitrocompostos utilizados no tratamento de algumas

patologias.
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A maioria dos nitrocompostos com acado antineoplasica antiparasitaria e
antibacteriana apresenta o processo de biorreducdo enzimatica do grupo nitro
como provavel mecanismo de acdo (Ar-NO, — Ar-NH,), sendo este essencial
para a atividade biologica (PAULA et al., 2009). Diante disso, a maior atividade
apresentada para o composto 7b contra a forma amastigota de L. amazonensis,
pode estar relacionada a presenca do grupo nitro na molécula.

De acordo com Orme e colaboradores (2001), um composto pode ser
considerado promissor para o desenvolvimento de novos farmacos direcionados
ao tratamento de doencas negligenciadas se seu indice de seletividade for igual
ou superior a 10. Embora 7b tenha apresentado indice de seletividade igual a
148,9 (1S>10) (Tabela 3.2, pg. 133), compostos contendo grupos nitro (-NO)
podem induzir graves efeitos de toxicidade, e este € indubitavelmente o motivo,
em muitos casos, de serem evitados. Porém, a toxicidade dos compostos
nitroaromaticos pode ser seletiva e serem a base quimioterapica contra bactérias,
parasitas ou células tumorais sem prejudicar o organismo hospedeiro ou células
normais. No geral, as questdes relacionadas a esses agentes sdo realmente
contraditorias, pois 0 grupo nitro é considerado um farmacéforo ou parte
integrante do farmacdéforo e um toxicoforo ou um alerta estrutural (NEPALI et al.,
2019).

Para confirmar a perspectiva de que o composto 7b seja explorado como
um modelo para o desenvolvimento de um novo agente guimioterapico para o
tratamento da leishmaniose outros testes de citotoxicidade deverdo ser
realizados.

Por fim, vale ressaltar que todos os compostos foram testados apenas
contra a espécie Leishmania amazonensis. Logo, a grande variacdo entre as
espécies do parasita nos impossibilita descartar a atividade destes compostos
contra outras espécies do parasita.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS DERIVADOS DA VANILINA
CONTENDO O NUCLEO 1,2,3-TRIAZOLICO

4.1. INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional do Cancer José de Alencar (INCA), a
definicdo de cancer esta associada a um conjunto de mais de 100 doencas que
tém em comum o crescimento desordenado de células anormais que invadem os
tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras regiées do corpo. Devido a
rapida divisdo celular, estas células podem se tornar muito agressivas e
incontrolaveis, determinando assim a formacdo de tumores ou neoplasias
malignas.

A origem desta doenca esta relacionada a condi¢cdes multifatoriais externas
ou internas ao organismo, como por exemplo, fatores ambientais, culturais,
socioeconémicos, estilo de vida, habitos alimentares, fatores genéticos e
envelhecimento (OLIVEIRA et al., 2015).

O numero de casos de cancer tem aumentado consideravelmente em todo
o mundo, configurando-se na atualidade como um dos mais importantes
problemas de saude publica mundial e uma das principais causas de mortalidade
nos seres humanos (GHORAB e AL-SAID, 2012; INCA, 2019).

Os tipos de cancer de maior incidéncia que acometem os seres humanos,
em escala mundial, sdo o de pulmao (2,1 milhdes) seguido pelo de mama (2,1
milhdes), célon e reto (1,8 milhdo) e prostata (1,3 milhdo). Nos homens os mais
frequentes sdo o de pulmao (14,5%), préstata (13,5%), célon e reto (10,9%),
estbmago (7,2%) e figado (6,3%). No caso das mulheres, os casos mais
recorrentes sdo os de mama (24,2%), colon e reto (9,5%), pulméo (8,4%) e colo
do utero (6,6%) (BRAY et al., 2018).

A estimativa para o Brasil, triénio 2020-2022, aponta para a ocorréncia de
cerca de 625 mil novos casos de céancer, para cada ano. Nos homens, os tipos
mais incidentes serdo os canceres de proéstata (29,2%), colon e reto (9,1%),
pulméo (7,9%), estbmago (5,9%) e cavidade oral (5,0%); e, nas mulheres, os de
mama (29,7%), colon e reto (9,2%), colo do utero (7,4%), pulméo (5,6%) e tireoide
(5,4%) ficarao entre os principais (Figura 4.1, pg. 140) (INCA, 2019).
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Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9,1% Cdlon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, bronguio e pulmao 17.760 7.9% Colo do dtero 16.590 7.4%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia,bronguio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esofago 8.690 3,9% Estomago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 34% Ovério 6.650 3.0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do litero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma néo Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sisterna nervoso central 5.220 2,3%

Figura 4.1. Tipos de cancer mais incidentes projetados para 2020-2022 na
populacao brasileira.
Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2019). Estimativa 2020: Incidéncia de Cancer no Brasil.

Os principais tipos de tratamento empregados para o cancer baseiam-se,
de forma geral, na associacao da ressecc¢ao cirargica dos tumores, radioterapia e
a quimioterapia (ROSAS et al, 2013). No que tange a quimioterapia,
medicamentos denominados quimioterdpicos sdo administrados em intervalos
regulares, que variam de acordo com 0s esquemas terapéuticos e que possuem
como objetivo primario a destruicdo das células cancerigenas e a preservacao
das células saudaveis (DE ARAUJO, 2012; GAZOLLA et al., 2018).

Embora importantes progressos tenham sido alcangados no
desenvolvimento de novos quimioterapicos, a maioria dos farmacos atualmente
disponiveis, como o paclitaxel (Taxol®), cisplatina (Platinil® ou Platinol®),
vimblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®), etoposideo (Etopophos®), dentre
outros (Figura 4.2, pg. 141), ainda causam varios efeitos colaterais como diarreia,
vomito, fraqueza, queda de cabelo, maior susceptibilidade a infeccfes, tonteiras e
a resisténcia intrinseca ou adquirida de diversos tipos de cancer a estes
medicamentos (BYRNE et al., 2018). Devido a estes fatores, a busca pelo
desenvolvimento de novos quimioterapicos, mais especificos e eficientes continua

sendo prioridade de investigacao de diversos pesquisadores.
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Cisplatina Vimblastina

Vincristina

Etoposideo

Figura 4.2. Estruturas de quimioterapicos empregados no tratamento do cancer.

Os produtos naturais vém sendo considerados uma fonte importante de
substancias potencialmente Uteis na busca por novos farmacos que sejam
eficientes no tratamento do cancer.

De acordo com a literatura, 70% das substancias anticancerigenas sao
provenientes de fontes naturais ou correspondem a derivados de produtos
naturais (COSTA-LOTUFO et al.,, 2010; DE CARVALHO, 2013). Dentre as
substancias naturais que vém sendo pesquisadas para o desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos encontram-se a vanilina e seus derivados.

Bezerra e coautores (2016) descreveram sobre a potencial contribuicdo da
vanilina para a prevencdo e tratamento do céancer destacando as atividades
anticarcinogénica, antimetastética, antiangiogénica e citotéxica. No que se refere
a atividade citotéxica, a vanilina foi avaliada em células HepG2 (hepatocarcinoma
humano) e os resultados obtidos indicaram a inibicdo da proteina AP-1, que esta
relacionada com a regulacdo de uma variedade de processos celulares, tais como
proliferagédo, crescimento, diferenciagdo, apoptose e migragao celular (CHENG et
al., 2007). Menciona-se ainda a investigacdo do efeito da vanilina contra células

HT-29 (adenocarcinoma colorretal), a qual confirmou a capacidade desta
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substancia de induzir o efeito citostatico em células HT-29, além de promover a
morte celular através de vias de apoptose (HO et al., 2009).

Recentemente, um derivado da vanilina (Figura 4.3) foi relatado por
apresentar atividade antiproliferativa contra as células do carcinoma espinocelular
de esb6fago ESCC (TE-1 e ECA-109). O composto foi capaz de induzir a parada
mitotica e o desalinhamento cromossémico nas células do ESCC. Além disso, o
derivado da vanilina foi capaz de aumentar a sensibilidade dessas células no

tratamento com a radioterapia (GU et al., 2018).

CHO
Br
HO
OCH3
Ativo contra ESCC

Figura 4.3. Derivado da vanilina com atividade antiproliferativa (GU et al., 2018).

Outra classe de compostos que tem sido amplamente estudada com
relacdo a sua atividade citotoxica sdo os 1,2,3-triazois-1,4-dissubstistuidos.

Gazolla e colaboradores (2018) sintetizaram vinte e seis derivados do
eugenol contendo porcdes 1,2,3-triazélicas e avaliaram suas atividades contra as
linhagens de células cancerigenas HL60 (leucemia mieloide aguda) Nalm6
(leucemia linfoide aguda) e B16F10 (melanoma metastatico murino). A avaliacao
da citotoxicidade destes compostos resultou na identificacdo de cinco derivados,
que significativamente reduziram a viabilidade da linhagem leucémica mieloide
HL60 apresentando valores de ICs iguais a 70,74; 77,96; 75,83; 74,61; 74,54
umol L™, respectivamente. A subsequente avaliacdo destes derivados mostrou
que trés deles, apresentaram atividade contra a linhagem leucémica linfoide
Nalmé apresentando valores de ICs, iguais 66,30; 76,67 e 85,59 umol L™. No
entanto, apenas um derivado, apresentou citotoxicidade contra a linhagem de
melanoma metastatico murino B16F10 com ICsy igual 179,7 pmol LY Os
resultados vinculados ao desenvolvimento desta pesquisa sao descritos no artigo
apresentado a seguir e que foi publicado no ano de 2018 na revista cientifica

Quimica Nova.
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SYNTHESIS AND CYTOTOXIC ACTIVITY OF 1.2,3-TRIAZOLE DERIVATIVES OF EUGENOL. Eugenol is an aromatic
compound found in several plant species. It presents important biological activities including cytotoxicity. In this paper, it is
described the synthesis and the evaluation of the cytotoxic activity of eugenol derivatives bearing 1.2,3-triazole functionalities.
Eugenol, extracted via hydrodistillation from dried flower buds of Eugenia carvophyllata (=Syzygium aromaticum), was submitted
to alkylation reactions to afford two terminal alkynes in good yields. The key reaction involved in the preparation of eugenol
derivatives corresponded to the Copper(I)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition (CuAAC), between alkynylated eugenol derivatives
and different benzyl azides. The evaluation of the cytotoxicity of twenty seven synthesized derivatives against HL60 leukemia
cell line revealed that at 100 pmol L™, five of them, namely 4-((4-allyl-2-methoxyphenoxy)methyl)-1-(3-bromobenzyl)-1H-1,2.3-
triazole (6mn), 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-benzyl-1H-1,2 3-triazole (7a), 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy )propyl)-
1-(4-chlorobenzyl)-1H-1.2 3-triazole (7c), 4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(4-iodobenzyl)-1H-1.2 3-triazole (7e) and
4-(3-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)propyl)-1-(3-bromobenzyl)-1H-1.2,3-triazole (7m), were capable of significantly decreasing cell
viability. These most active triazolic derivatives were also evaluated against BI6F10 melanoma and Nalmé leukemia cell lines.
While only compound 7a was active against the former, compounds 6n, 7a, and 7m displayed activity against the latter. Derivative
7a was active against all cell lines. It is believed that eugenol derivatives bearing triazole functionalities may represent a scaffold to
be explored toward the development of new agents against cancer.

Artigo

Keywords: eugenol; triazole; cytotoxic activity; click chemistry; CuAAC reaction.

INTRODUCAO

O céncer correspondeu a uma das principais causas de mortes
no século XX e vem difundindo-se de forma continua e aumentando
sua incidéncia no século XXI.' Sua denominacio estd associada a um
conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento
desordenado (maligno) de células anormais que invadem os tecidos e
orgdos, podendo espalhar-se (metdstase) para outras regides do corpo.
Devido & ripida divisdo celular, estas células podem se tornar muito
agressivas e incontroliveis, determinando assim a formacio de tumores
ou neoplasias malignas.

De acordo com a Organizacio Mundial da Saide (OMS), o
cancer € um problema de saide piiblica, principalmente em paises
em desenvolvimento. A estimativa para o ano de 2025 aponta para a
ocorréncia de aproximadamente 20 milhdes de novos casos.?

Investigacoes cientificas multidisciplinares tém sido conduzidas
buscando encontrar alternativas para combater esta doenca, no entan-
to, a cura ainda ndo foi alcangada. Os principais tipos de tratamento
empregados para o ciincer baseiam-se, de forma geral, na associacio
da ressecgio cinirgica dos tumores ao tratamento radioterdpico e a
quimioterapia.

No que tange a quimioterapia, sdo utilizados compostos quimi-
cos que possuem como objetivo primdrio a destruigio das células
neopldsicas e a preservagio das células sauddveis.®

Dentre os diversos medicamentos quimioterdpicos para o

*g-mail: robsonr.teixeira@ufv.br

tratamento do cincer introduzidos nas dltimas décadas, a maioria
(60%) tem sua origem nos produtos naturais. Como exemplo,
mencionam-se os quimioterdpicos vimblastina (Velban®), vincris-
tina (Oncovin®), paclitaxel (Taxol®), podofilotoxina, etoposideo
(Etopophos®) e camptotecina (Figura 1).*

Apesar da introdugio de diversos farmacos no arsenal terapéutico
contra o cincer, a quimioterapia apresenta diversos problemas dentre os
quais se destacam os efeitos colaterais (como diarréia, vomito, fraque-
za, queda de cabelo e tonturas) e a resisténcia intrinseca ou adquirida
de diversos tipos de céincer aos agentes quimioterdpicos.*® Devido a
estes fatores, a exploracio de produtos naturais pela busca do desen-
volvimento de novos quimioterdpicos, mais especificos e eficientes,
continua sendo prioridade de investigacio de diversos pesquisadores.”™®

O eugenol (1) (Figura 2) € um composto natural encontrado em
vdrias plantas aromdticas como noz moscada, canela, folha de louro,
sassafris, mirra e manjericdo."' No entanto, o cravo da india Eugenia
caryophyllata (=Syzygium aromaticum) pode ser considerado a prin-
cipal fonte natural do eugenol (1), pois representa entre 45% e 90%
da composicio do dleo essencial derivado desta espécie.

Virias atividades biolégicas foram relatadas para o eugenol (1),
dentre elas destacam-se as atividades antibacteriana, antifiingica,
antiplasmodial, antiviral, anti-inflamatéria, analgésica, antioxidante,
antidiabetes e citotdxica contra diferentes linhagens celulares de
chncer.'*"® Uma investigaciio realizada sobre o efeito da atividade
antiproliferativa do eugenol (1) contra as linhagens de células leu-
cémicas U-937, HL-60, HepG2, 3LL Lewis e SNU-C5, resultaram
em valores de 1Cy, iguais a 39,4, 23,7, 118,6, 89,6 € 1294 pmol L™,
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Figura 1. Estruturas de alguns quimioterdpicos origindrios de plantas e empregados no tratamento do cancer

OH
H;CO

Figura 2. Estrutura do eugenol (1)

respectivamente.'*

Considerando o efeito citotoxico descrito para o eugenol (1) bem
como diversos trabalhos descritos na literatura a respeito da atividade
citotéxica de compostos 1,2,3- triazélicos, € descrito neste artigo a
sintese e a avaliagio da atividade citotoxica de uma série de com-
postos derivados do eugenol (1) contendo niicleos 1,2,3-triazélicos.

PARTE EXPERIMENTAL
Generalidades

Os reagentes pent-4-in-1-ol, cloreto de mesila, azida de sédio,
trietilamina, brometo de propargila, sulfato de cobre pentaidratado
e os dlcoois benzilicos foram adquiridos comercialmente da Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, United States) e utilizados sem prévia purifi-
cacdo. Os solventes foram adquiridos comercialmente da Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil). A secagem dos solventes foi realizada utilizando
procedimentos padrdo descritos na literatura.'* O eugenol (1) foi
extraido por meio da hidrodestilaciio de cravos da india adquiridos
no mercado local (Vigosa, Minas Gerais, Brasil) e purificado por
cromatografia em coluna de silica gel 60 (70-230 mesh-ASTM,
Merck). Os espectros de RMN 'H (300 MHz) e *C (75 MHz) foram
obtidos em um instrumento Varian Mercury 300 utilizando CDCl, e
C¢D, como solventes. Os dados de RMN sio apresentados da seguinte

forma: deslocamento quimico (8) em ppm, multiplicidade, nimero
de hidrogénios, valores de J em Hertz (Hz). As multiplicidades
sio apresentadas como as seguintes abreviaturas: s (simpleto), sl
(simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddt,, (duplo duplo
tripleto aparente), t (tripleto), dt (duplo tripleto), q (quarteto), quint
(quinteto), m (multipleto). Os espectros no I'V foram obtidos em equi-
pamento Varian 660-IV equipado com GladiATR na regido de 4000 a
500 cm'. As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD)
foram realizadas em placas de silica gel pré-revestidas com suporte
de aluminio, usando diferentes sistemas de solventes e foram visua-
lizadas usando solugio de permanganato de potdssio e/ou luz UV. Os
pontos de fusdo foram determinados em aparelho MQAPF-302 e ndo
foram corrigidos. Os espectros de massa de baixa resolucio foram
obtidos em equipamento CG-EM SHIMADZU GCMS-QP5050A sob
condigdes de impacto de elétrons (70 eV). Os espectros de massas de
alta resolucio foram obtidos em equipamento Q-Exactive (Thermo
Scientific, Bremen, Alemanha). Foram empregadas as seguintes
condicdes: Fonte de ionizagdo: elestrospray (+) e (-); spray voltage:
3.5 kV; temperatura do capilar: 275 °C; sheath gas: 5 (unidades ar-
bitririas); auxilary gas: 0 (unidades arbitrdrias). Para obtencdo dos
espectros de massas de alta resoluciio as amostras para andlise foram
preparadas da seguinte maneira: uma massa de 1 mg das amostras
foi solubilizada em | mL de acetonitrila e diluidas em metanol até
a concentracio final de 1 ppm. A solucido resultante foi diretamente
injetada no equipamento Q-Exactive a um fluxo de 5 pL. min™. Os
espectros foram adquiridos no modo full-MS.

Extracio e purificacio do eugenol (1)

O Eugenol (1) foi extraido via hidrodestilagio de brotos secos
de Eugenia caryophyllata (=Syzygium arematicum), conhecidos
como cravo-da-india. Assim, 60,0 g de cravo e 500 mL de dgua
destilada foram misturados em um balio de fundo redondo que foi
conectado ao sistema de hidrodestilagio. A mistura foi aquecida
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durante trés horas. O hidrolato obtido foi transferido para um funil de
separacio e a fase aquosa extraida com diclorometano (3 x 30 mL).
Os extratos orginicos foram reunidos e a fase orgénica resultante
foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob
pressio reduzida. O dleo resultante foi submetido a purificacio por
cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de
etila (6:1 v/v). O procedimento descrito proporcionou a obtengio de
7,12 g de eugenol (1) que correspondeu a aproximadamente 12% de
rendimento em relacfio & massa inicial de cravo da india utilizado
no processo de extragio. A estrutura do eugenol (1) estd de acordo
com os seguintes dados.

Oleo amarelo, R, =0.44 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v). RMN 'H
(300 MHz, CDCl,) 6: 3,33 (d, 2H, J= 6,7 Hz); 3,88 (s, 3H); 5,02-5,13
(m, 2H); 5,54 (s, 1H, OH); 5,97 (ddt,,, 1H, J,=16,8 Hz, J,= 10,2 Hz
eJ,=6,7 Hz); 6,67-6,72 (m, 2H); 6,86 (d, 1H, J=8,5 Hz). RMN “C
(75 MHz, CDCl,) §:39,8; 55.8; 111,1; 114,2; 115,5; 121,1; 131,9;
137.8; 143,8; 146. EM, m/z (%): 164 (IM]:, C,,H,,0,, 100), 149 (35),
131 (29), 103 (32), 91 (28), 77 (34), 65 (13), 55 (24), 41 (7).

Procedimentos sintéticos

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

A um balao de fundo redondo de 50 mL foram adicionados hidré-
xido de sédio (0,313 g; 7,38 mmol), engenol (1) (1,20 g; 7,32 mmol) e
25,0 mL de metanol. A mistura resultante foi aquecida a 40 °C e man-
tida sob agitagio magnética por 30 minutos. Em seguida, o metanol
foi removido sob pressio reduzida e 10,0 mL de etanol anidro foram
adicionados para a eliminacfio de dgua residual. O etanol foi removido
e ao baliio, sob atmosfera de nitrogénio, adicionaram-se acetonitrila
(25 mL) e brometo de propargila (800 pL; 8,79 mmol) lentamente. O
sistema foi mantido sob agitagio & temperatura ambiente por 18 horas.
Apoés esse periodo, foi evidenciado através da andlise por CCD o
término da reaciio. A mistura de reagio foi concentrada e particionada
com 25,0 mL de solugéo aquosa (0,1 mol L) de hidréxido de sédio e
éter etilico (3 x 25,0 mL). As fases orgénicas foram reunidas, lavadas
com soluciio aquosa saturada de cloreto de sédio (25,0 mL), seca com
sulfato de s6dio anidro, filtrada e concentrada sob pressio reduzida.
O produto resultante foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel eluida com hexano-acetato de etila (6:1 v/v) e obtido com
87% (1,29 g; 6,37 mmol) de rendimento. A estrutura do composto 2
estd de acordo com os seguintes dados.

Oleo amarelo, R; = 0,45 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).
RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,49 (t, 1H, J = 2.4 Hz); 3,35 (d,
2H, J = 6,7 Hz); 3,86 (s, 3H); 4,73 (d, 2H, J = 2.4 Hz); 5,03-5,14
(m, 2H); 5,96 (ddt,, 1H, J, = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz, J;= 6,7 Hz);
6,70-6,76 (m, 2H); 6,97 (d, 1H, J = 8,6 Hz). RMN 'H (300 MHz,
C,Dy) &: 1,99 (1, IH, J = 2,4 Hz); 3,14 (d, 2H, J = 6,6 Hz); 3,31 (s,
3H): 4,36 (d, 2H, J = 2,4 Hz); 4,93-5,02 (m, 2H); 5,85 (ddt,,. 1H,
J,=17,0Hz, J,=104 Hz e J;= 6,6 Hz); 6,52 (d, 1H. J = 1,7 Hz);
6,57 (dd, 1H, J, = 8,1 Hz e J,= 1,7 Hz); 6,83 (d, 1H, J = 8,1 Hz).
RMN “C (75 MHz, CDCl,) &: 39,8; 55.8; 56,9; 75,5; 78.7; 112,3;
114,6; 115,7; 120,3; 134,2; 137.4; 145,0; 149,6. EM, m/z (%): 202
(M, C,;H,,0,, 40), 163 (100), 135 (9), 103 (42), 91 (33), 77 (19),
65 (13), 55(9), 41 (23).

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

A um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados
pent-4-in-1-o0l (1,68 g, 20,0 mmol) e diclorometano (20 mL). A
mistura de reacio, sob atmosfera de nitrogénio, foi resfriada a -50°C
e trietilamina (5,60 mL, 40,0 mmol) foi adicionada. Em seguida,
adicionou-se lentamente ao meio reacional cloreto de mesila (2,3 mL,
30,0 mmol). Apés o término da reacio, evidenciado por andlise de
CCD, adicionaram-se 10,0 mL de dgua destilada. A fase orgfnica
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foi extraida, lavada com solucio aquosa de HCI 1% (3 x 15,0 mL)
seguida de soluciio aquosa saturada de NaHCO, (3 x 5,0 mL), seca
com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sobre pressio
reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
v/v) e obtido com 92% (3,00 g, 18,0 mmol) de rendimento. A estrutura
do composto 3 estd de acordo com os seguintes dados.

Oleo amarelo, R, = 0,76 (hexano-acetato de etila-diclorome-
tano 3:1:3 v/v). RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 1,93 (quint, 2H,
J=6,5Hz); 1,99 (t, I1H, J=2,7 Hz); 2,33 (dt, 2H, J, = 6,8 Hz e
J,=2,7 Hz); 3,00 (s, 3H, CH,); 4,32 (1, 2H, J = 6,1 Hz). RMN “C
(75 MHz, CDCl,) 8: 14,5; 27,6; 37,1; 68,2; 69,7; 82,0.

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

Este composto foi preparado utilizando um procedimento seme-
lhante ao descrito para a preparacio do composto 2. Neste caso, o
agente de alquilag@o correspondeu ao composto 3. A substincia 4 foi
obtida com 78% de rendimento (1,64 g, 7,13 mmol) apés purificagio
por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato
de etila (6:1 v/v). A estrutura de 4 € suportada pelos seguintes dados.

Oleo amarelo, R; = 0,55 (hexano-acetato de etila 6:1 v/v).
RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 1,97 (t, 1H, J=2,6 Hz); 2,04 (quint,
2H,J=6,6 Hz); 2,42 (dt,2H, J,=7,0Hz e J,=2,6 Hz); 3,34 (d, 2H,
J=6,6Hz); 3,85 (s, 3H); 4,10 (t, 2H, /= 6,3 Hz); 5,03-5,13 (m, 2H);
5,97 (ddt,, 1H, J,=16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J;= 6,7 Hz); 6,68-6,75
(m, 2H); 6,85 (d, IH, J = 8,7 Hz). RMN "C (75 MHz, CDCl,) &:
15,2; 28,2; 39,8; 55,9; 67,5; 68,8; 83,6; 112,4; 113,6; 115,6; 120,5;
133,0; 137.6; 146,7; 149,5. EM, m/z (%): 230 ([M]:, C,sH,50,, 100),
164 (68), 149 (44), 131 (29), 121 (16), 103 (34), 91 (31), 77 (23), 65
(16), 55 (15), 41 (34).

Sintese dos compostos 6a-6n e 7a-7m exemplificados pela sintese
do composto 4 - ((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-benzil-1H-1,2, 3-
triazole (6a)

A um balao de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 4-alil-
-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-iloxi)benzeno (2) (0,150 g; 0.740 mmol),
benzilazida (0,0990 g; 0,740 mmol), ascorbato de sédio (0,0590 g;
0,300 mmol), 1,00 mL de etanol e 1,00 mL de dgua. Em seguida, adi-
cionou-se CuSO,-5H,0 (0,0370 g; 0,150 mmol). A mistura de reagio
foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente. Apds o término
da reacilo evidenciado pela andlise por CCD, a mistura de reacio foi
extraida com diclorometano (3 x 10,0 mL). As fases orgénicas foram
reunidas, lavadas com solugiio saturada de carbonato de sédio, seca
com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sobre pressio
reduzida. O composto 6a foi purificado por cromatografia em coluna
de silica gel eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
v/v). O procedimento descrito resultou na obtencao de 6a com 91%
de rendimento (0,228 g; 0,680 mmol). A estrutura do composto 6a
estd de acordo com os seguintes dados.

Sélido branco, Pf. =90,5-91,3 °C, R, = 0,49 (hexano-acetato de
etila-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, fem: 3086, 3034, 2999,
2929, 2912, 1589, 1511, 1446, 1259, 1229, 1143, 1016, 921, 831,
713, 696. RMN 'H (300 MHz, CDCL,) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz);
3,81 (s, 3H); 5,02-5,12 (m, 2H); 5,23 (s, 2H); 5,50 (s, 2H); 5,94 (ddt,,,
1H, J, = 16,9 Hz, J, = 10,2 Hz e J;= 6,7 Hz); 6,65-6,71 (m, 2H);
6,94 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 7,21-7,40 (m, 5H); 7,54 (s, IH). RMN *C
(75 MHz, CDCl,) &: 39,8; 54,1; 55.7; 63,5; 112,2; 114,6; 115,7;
120,4; 122,7; 128,1; 128,7; 129,0; 133,8; 134.,4; 137 4; 144.8; 145,8;
149,5. HRMS (M+H*): calculado para C,,H,.N,0,: 336,17120; en-
contrado: 336.17020. HRMS (M+Na*): calculado para C,H,,N,NaO,:
358,15315; encontrado: 358,15164.

Os compostos 6b-6n ¢ 7a-7m foram preparados utilizando
um procedimento semelhante ao descrito para a sintese de 6a. As
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estruturas destes compostos foram sdo suportadas pelos seguintes
dados.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)- 1-(4-fluorobenzil )-
-1H-1,2,3-triazol (6b): Sélido branco, purificado por cromatografia em
coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v),
Pf.=92.1-92,7°C, R;=0.39 (hexano-acetato de etila-diclorometano
3:1:3 v/v). IV (ATR) v, Jem™: 3069, 3005, 2935, 2914, 1588, 1511,
1259, 1223, 1143, 1017, 905, 771. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &:
3,32(d,2H,J=6,7Hz); 3,81 (s, 3H); 5,02-5.12 (m, 2H); 5,23 (s, 2H):
547 (s,2H); 5,94 (ddt,,, 1H, J,=17,0Hz, J,=10,5 Hze J;=6,7 Hz):
6,67-6,70 (m, 2H); 6,93 (d, 1H,J =79 Hz); 7,04 (t,,, 2H, J= 8,6 Hz);
7,20-7,30 (m, 2H); 7,54 (s, IH). RMN "*C (75 MHz, CDCl,) 8: 39,7;
53,4;55,7;63.4; 112.2; 114,5; 115,7;: 116,1 (d, /= 21,8 Hz); 120.4;
122,6;129.9 (d, /=83 Hz); 130,3 (d./J=3,0Hz); 133.8; 137.4; 145,0;
145.8; 149,5; 162,8 (d, J=246,0 Hz). HRMS (M+H*): calculado para
C,H, FN,0,: 354,16178; encontrado: 354,16077. HRMS (M+Na*):
calculado para C,H,FN;NaO,: 376,14372; encontrado: 376,14240.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(4-clorobenzil)-
-1H-1.2,3-triazol (6¢): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
viv), Pf. = 112,3-112,6 °C, R, = 0,37 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, Jem: 3065, 3001, 2936,
2915, 1588, 1513, 1943, 1258, 1228, 1143, 1016, 907, 803, 722, 693,
592. RMN 'H (300 MHz, CDCL,) 6: 3,32 (d, 2H, /= 6,7 Hz); 3,81 (s,
3H); 5,02-5,12 (m, 2H); 5,23 (s, 2H); 5,47 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, 1H,
J,=17,0Hz, J,=10,2Hz e J,= 6,7 Hz); 6.65-6,73 (m, 2H); 6,93 (d,
1H,/J=79Hz); 7,18 (d, 2H. J=8,5Hz); 7.33 (d, 2H, /J=8,5Hz); 7,54
(s, IH). RMN "C (75 MHz, CDCl,) 8: 39,8; 53.4; 55,7:63,4; 112,2;
114,6; 115,7; 120,4; 122,7, 129,2;129,3; 132,9; 133,9; 134,7; 137.,4;
145.0; 145,8; 149.5. HRMS (M+H"*): calculado para C, H,,CIN,O,:
370,13223; encontrado: 370,13132. HRMS (M+Na*): calculado para
C,,H,CIN,;NaO,: 392,11417; encontrado: 392,11285.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(4-bromobenzil )-
-1H-1.2,3-triazol (6d): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
viv), Pf. = 119,1-120,2 °C, R; = 0,59 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, /em': 3065, 3001, 2935,
2915, 1588, 1513, 1385, 1258, 1229, 1144, 1015, 803, 738, 592,
488. RMN 'H (300 MHz, CDCL,) & 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,82
(s, 3H); 5,02-5,12 (m, 2H); 5,23 (s, 2H); 5.45 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, TH,
J,=17,1Hz, J,=10.2Hz e J,=6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,92 (d,
1H,/=79Hz): 7,11 (d,2H.,J=8.4Hz); 748 (d, 2H, /J=8,4 Hz); 7,54
(s, IH). RMN "*C (75 MHz, CDCl,) &: 39,8; 53,4, 55,7:63,4; 112,2;
114,6;115,7:120.4; 122,7; 122,8; 129.6; 132,2; 133.4; 133,9; 137.4;
145.1; 145,7; 149.5. HRMS (M+H*): calculado para C,,H,,BrN,O.:
414,08171; encontrado: 414,08072. HRMS (M+Na*): calculado para
C,H,,BrN,NaO,: 436,06366; encontrado: 436,06058.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)- 1-(4-iodobenzil )-
-1H-1.2,3-triazol (6e): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
viv), Bf. =129,2-131.1 °C, R; = 0,37 (hexano-acetato de etila-diclo-
rometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v Jem™: 3124, 3063, 2932, 1587,
1512, 1486, 1385, 1258, 1228, 1143, 1017, 1008, 911, 801, 769,
592, 485. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,6 Hz);
3,82 (s. 3H); 5,02-5,12 (m, 2H); 5,20 (s, 2H); 5,44 (s, 2H); 5,94
(ddt,,, 1H, J; = 17,0 Hz, J, = 10,5 Hz e J;= 6,6 Hz); 6,65-6,73 (m,
2H); 6,92 (d, 1H, J =79 Hz); 6,98 (d, 2H, J = 8,3 Hz); 7,54 (s, 1H);
7,69 (d, 2H, J = 8,3 Hz). RMN "*C (75 MHz, CDCl,) &: 39.8; 53.5:
55,7: 63,4; 94,5; 112.2; 114,6; 115,7; 120,4; 122,7; 129,8; 133,9;
134.1; 137.4; 138.2; 145,1; 145,8: 149,5. HRMS (M+H"): calcu-
lado para C,,H, IN,O,: 462,06784; encontrado: 462,06711. HRMS
(M+Na*): calculado para C,H,IN;NaO,, 484,04979; encontrado:
484,04898.

Quim. Nova

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(4-nitrobenzil)-
-1H-1,2,3-triazol (6f): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 v/v), Pf. = 120,9-121,9 °C, R; = 0,14 (hexano-acetato de
etila-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, /Jem™: 3063, 3005,
2950, 2917, 1591, 1516, 1350, 1258, 1230, 1140, 1019, 835, 720.
RMN 'H (300 MHz, CDCL,) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,81 (s,
3H); 5,01-5,12 (m, 2H); 5,25 (s, 2H); 5,62 (s, 2H); 5,93 (ddt,,, 1H,
J;=17,0Hz, J, =103 Hz e J;= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,92
(d, 1H, J =179 Hz): 7.37 (d, 2H, J = 8,6 Hz); 7,63 (s, 1H); 8,20
(d, 2H, J = 8,6 Hz). RMN *C (75 MHz, CDCl,) &: 39,7; 53.0;
55,7; 63,3; 112,3; 114,5; 115,7; 120,4; 123,0; 124.2; 128.5; 134,0;
137.4; 141,5; 145.4; 145,7; 148,0; 149.5. HRMS (M+H*): calcu-
lado para C,H,,N,O,: 381,15628; encontrado: 381,15533. HRMS
(M+Na*): calculado para C,H,,N,NaO,: 403,13822; encontrado:
403,13715.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)- 1 -(4-metoxibenzil )-
-1H-1,2,3-triazol (6g): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
v/v), Pf. =92,4-93,1 °C, R, = 0,36 (hexano-acetato de etila-dicloro-
metano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v Jem™: 3068, 3005, 2936, 2832, 1613,
1587, 1512, 1463, 1251, 1227, 1142, 1016, 903, 805, 774, 702, 548.
RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 3,31 (d, 2H, J=6.,7 Hz); 3,80 (s, 3H);
3,81 (s, 3H); 5,01-5,12 (m, 2H); 5,21 (s, 2H); 5,43 (s, 2H); 5,94 (ddt,,,
1H,J,=16,9 Hz,J.=10,2 Hz e J;= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,88
(d,2H,J=8,6 Hz); 6,94 (d, 1H,J=7,8 Hz); 7.21 (d, 2H, J = 8,6 Hz);
7,51 (s, IH). RMN "*C (75 MHz, CDCl,) &: 39,8; 53,7; 55,3; 55.7;
63,5;112.2; 114,4; 114.5; 115,6; 120,4; 122.5; 126,4; 129.7; 133.7;
137.4; 1447 145.9; 149,5; 159,9. HRMS (M+H*): calculado para
C,,H,,N,0;: 366,18177; encontrado: 366,18069. HRMS (M+Na*):
calculado para C,,H,,N,NaO,: 388,16371; encontrado: 388,16229.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(4-(trifluorome-
toxi)benzil)-1H-1.2,3-triazol (6h): Sélido branco, purificado por
cromatografia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-dicloro-
metano (3:1:3 v/v), Pf. = 126,4-127.3 °C, R, = 0,49 (hexano-acetato
de etila-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, /em™: 3065, 3004,
2978, 2941, 1589, 1510, 1467, 1387, 1256, 1218, 1142, 1017, 915,
804. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) 8: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3.81
(s, 3H); 5,02-5,12 (m, 2H); 5,24 (s, 2H); 5,51 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, IH,
J,=17,0Hz, J,=10,2 Hz e J,= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,93 (d,
1H,J=79Hz); 7,20 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 7,28 (d, 2H, J = 8,5 Hz);
7,57 (s, IH). RMN "*C (75 MHz, CDCl,) &: 39,7; 53,2; 55.8; 63.4;
112,2; 114,5; 115,8; 120.3 (g, J = 256,3 Hz); 120.4; 121,5; 122.7;
129,5; 133,2; 133.9; 137.4; 145,1; 145,8; 149.3-149,2 (m); 149,5.
HRMS (M+H*): calculado para C, H,,F,N,O,: 420,15350; encon-
trado: 420,15250. HRMS (M+Na*): calculado para C,,H,,F;N,NaO,:
442 13545; encontrado: 442,13422.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)- 1 -(4-(trifluorometil)
benzil)-1H-1,2.3-triazol (6i): Solido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 v/v), P.£. = 142,7-143,0°C, R, = 0,43 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v../em™: 3060, 3003, 2977,
2944, 1589, 1515, 1422, 1328, 1229, 1142, 1117, 1017, 913, 799,
624. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) 8: 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,81
(s, 3H); 5,02-5,12 (m, 2H); 5,25 (s, 2H); 5,57 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, 1H,
J,=170Hz, J,=10,2Hz e J;= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6.93 (d,
1H, J=7,8 Hz); 7,34 (d, 2H, J = 8,1 Hz); 7,58 (sl, 1H); 7,61 (d, 2H,
J=8,1 Hz). RMN "“C (75 MHz, CDCl,) &: 39.7; 53.4; 55.8; 63.4;
112,2; 114,6; 115,7; 120.4; 122,8; 123,7 (q. J = 270,8 Hz); 126,0
(q.J=3,8 Hz); 128.1; 1310 (q. /= 32,5 Hz); 133,9; 137.4; 138.4;
145,2; 145,7; 149.5. HRMS (M+H*): calculado para C, H, F;N,0O,:
404,15859; encontrado: 404,15771. HRMS (M+Na*): calculado para
C,HyF3N3NaO,: 426,14053; encontrado: 426,13928.

146



Vol. 41, No. 5

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(2,5-dicloroben-
zil)-1H-1,2,3-triazol (6j): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
viv), Pf. = 87,9-88,4 °C, R, = (0,59 (hexano-acetato de etila-dicloro-
metano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, Jcm™: 3143, 3008, 2962, 2871, 1587,
1508, 1460, 1391, 1256, 1213, 1137, 1030, 1003, 905, 821, 797, 645,
560. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 3,32(d, 2H, J=6,7 Hz); 3,83 (s,
3H); 5,01-5.12 (m, 2H); 5,23 (s, 2H); 5,60 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, 1H,
J;=169Hz, J,=99HzeJ;=6,7 Hz); 6,68-6,71 (m, 2H); 6,93 (d,
1H, J=7.8 Hz); 7,12 (d, 1H, J= 2,3 Hz); 7,27 (dd, 1H, J, = 8,6 Hz
e J, =23 Hz); 7,35 (d, 1H, J = 8,6 Hz); 7.67 (s, IH). RMN "“C
(75 MHz, CDCl,) 8: 39,8; 50,9; 55.8; 63,5; 112,3; 114,7; 115.7;
120,5; 123,1; 130,0; 130,2; 130,9 131,5; 133.5; 133,97; 133,99; 137,4;
145,1; 145,7; 149,5. HRMS (M+H"): calculado para C,,H,,CL,N,0,:
404,09326; encontrado: 404,09232. HRMS (M+Na*): calculado para
C,,H ,CL,N,NaO,: 426,07520; encontrado: 426,07388.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(3,4-difluoroben-
zil)-1H-1,2.3-triazol (6k): Sélido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 viv), Pf. = 104,9-105,2 °C, R, = 0,30 (hexano-acetato de
etila-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, /Jem: 3065, 3003, 2939,
2915, 1589, 1516, 1447, 1287, 1259, 1213, 1142, 1018, 835, 756, 575.
RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 6: 3,32 (d, 2H, J= 6,7 Hz); 3,82 (s,
3H); 5,01-5,12 (m, 2H); 5,24 (s, 2H); 5,45 (s, 2H); 5,94 (ddt,, 1H,
J;=17,0Hz, J,=10,3 Hz e J;= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,92 (d.
1H, J=79Hz); 6,97-7,19 (m, 3H); 7,57 (s, 1H). RMN *C (75 MHz,
CDCl,) 6: 39,7;53,0(brd, J= 1,0Hz); 55.7;63.4; 112,2; 114,6; 1 15,7;
1172 (d, J = 18,0 Hz); 117.9 (d, J = 18.0 Hz); 120.4; 122,7; 124,2
(dd,J,=6,8Hze J,=3,8 Hz); 131,4-131,5(m): 133,9; 137.4; 145,2;
145.6; 149.5; 148,7-148.9 (m); 152,0-152,2 (m). HRMS (M+H*):
calculado para C,H,F.N,0,: 372,15236; encontrado: 372,15137.
HRMS (M+Na*): calculado para C,H,,F.N,NaO,: 394,13430; en-
contrado: 394,13312.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(4-metilbenzil )-
-1H-1,2,3-triazol (61): Sélido branco, purificado por cromatografia em
coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v),
Pf.=81,4-82,3°C, R,=0,66 (hexano-acetato de etila-diclorometano
3:1:3 viv). IV (ATR) v, /em™: 3064, 3003, 2917, 1588, 1513, 1446,
1257,1229, 1142, 1017, 907, 803, 756. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &:
2,34 (s,3H); 3,32 (d, 2H, J= 6,6 Hz); 3,81 (s, 3H); 5,01-5,12 (m, 2H);
5,22(s,2H); 5,45 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, 1H,J,=16,9 Hz, J,=10.2 Hze
J,=6,6 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,93 (d, 1H, /=79 Hz); 7,15 (s, 4H):
7,52 (s, TH). RMN *C (75 MHz, CDCl,) &: 21,1; 39.8; 53,9; 55.7;
63,5: 112,2; 114,6; 115,6; 120,4; 122,6; 128,1; 129,7; 131,4; 133,8;
137.5; 138,6; 144.7; 145,9; 149,5. HRMS (M+H*): calculado para
C, H,,N,0,: 350,18685; encontrado: 350,18582. HRMS (M+Na*):
calculado para C,,H,,N;NaO,: 372,16880; encontrado: 372,16776.

Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1-(2-bromobenzil )-
-1H-1,2,3-triazol (6m): Sélido branco, purificado por cromatografia em
coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v),
Pf. = 67,5-68,6 °C, R, = 0,70 (hexano-acetato de etila-diclorometano
3:1:3 viv). IV (ATR) v, Jem™: 3141, 3079, 3003, 2944, 2873, 1587,
1509, 1421, 1389, 1254, 1213, 1134, 1050, 1026, 1000, 920, 759, 649,
596. RMN 'H (300 MHz, CDCL,) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,6 Hz); 3.82
(s, 3H); 5,00-5,11 (m, 2H); 5,25 (s, 2H); 5,64 (s, 2H); 5,94 (ddt,, 1H,
J, =169 Hz, J,=10,2 Hz e J;= 6,6 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,95 (d,
1H,J=78Hz);7,12(dd, 1H,J,=74Hze J,=1,7Hz); 7,17-7,33 (m,
2H); 7,60 (dd, 1H, J, =7,8 Hz e J, = 1,2 Hz); 7,66 (s, IH). RMN "*C
(75MHz, CDCly) 8: 39,7: 53,7, 55,7: 63.5:112,2; 114,7; 115,6; 120,4;
123,1; 123.4; 128,1; 130,30; 130,33; 133,1; 133,8; 134,0; 137.4;
144.7; 145,7; 149,5. HRMS (M+H?*): calculado para C,;H, BrN,O,:
414,08171; encontrado: 414,08096. HRMS (M+Na*): calculado para
CyHyBrN:NaQ,: 436,06366; encontrado: 436,06290.
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Dados para 4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)- 1-(3-bromoben-
zil)-1H-1,2 3-triazol (6n): Sélido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 viv), Pf. = 97,5-97.9 °C, R; = 0,70 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v__J/cm™: 3065, 3011, 2936,
1588, 1512, 1463, 1387, 1226, 1142, 1017, 835, 735, 692. 665.
RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 3,32 (d, 2H, J = 6,6 Hz); 3,82 (s,
3H); 5,00-5,13 (m, 2H); 5,24 (s, 2H); 547 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, 1H,
J, =169 Hz, J,= 10,8 Hz e J;= 6,6 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,93
(d, 1H, /=78 Hz): [7,13-7.26 (m), 7.40 (s]), 748 (d,,, / = 7.7 Hz),
4H]; 7,57 (s, 1H). RMN "“C (75 MHz, CDCl,) &: 39.8; 53,3; 55,7;
63.4; 112,2; 114,6; 115,7; 120,5; 122.7; 123,0; 126.6; 130,6; 131,0;
131,9; 133,9; 136,6; 137,4; 145,1; 145,8; 149,5. HRMS (M+H*):
calculado para C, H,,BrN,O,: 414,08171; encontrado: 414,08069.
HRMS (M+Na*): calculado para C,;H,,BrN,NaO,: 436.06366;
encontrado: 436,06265.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-benzil-1H-
-1,2,3-triazol (7a): Sdlido branco, purificado por cromatografia em
coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v/v),
Pf.=714-72,6°C, R,=0,16 (hexano-acetato de etila-diclorometano
3:1:3 v/v). IV (ATR) v, fem™: 3059, 3007, 2958, 2830, 2876, 1588,
1513, 1461, 1332, 1260, 1230, 1140, 1026, 915, 799, 709, 663.
RMN 'H (300 MHz, CDCL,) &: 2,17 (quint, 2H, J = 7,0 Hz); 2,90
(t, 2H, J = 7.5 Hz); 3,32 (d, 2H. J = 6,7 Hz); 3.81 (s, 3H); 4,01 (1,
2H, J = 6,4 Hz); 5,01-5,11 (m, 2H); 5,48 (s, 2H); 5,95 (dd,, 1H,
J, =168 Hz, J,=10,2 Hz e J;,= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H): 6,77
(d, 1H, J = 7,9 Hz); 7,22-7,37 (m, 6H). RMN "*C (75 MHz, CDCl,)
o: 22,1; 28,7; 39,7; 53,9; 55.8; 68,1; 112,3; 113.4; 115,5; 120,4;
120,9:127,9: 128.5: 129,0: 132,9; 134.8; 137,6: 146.6: 147,7: 149.3.
HRMS (M+H*): calculado para C,,H,N,0,: 364,20250; encontra-
do: 364,20148. HRMS (M+Na*): calculado para C,,H,.N,NaO,:
386,18445; encontrado: 386,18341.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(4-fluoroben-
zil)-1H-1,2,3-triazol (7b): Sélido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 v/v), Pf. = 96,4-96,8 °C, R; = 0,21 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v __/cm™: 3111, 3061, 3008,
2951, 1587, 1511, 1455, 1260, 1222, 1140, 1015, 905, 798, 772,
654. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,17 (quint, 2H, J = 6,9 Hz);
2,90 (t, 2H, J= 7,5 Hz); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,81 (s, 3H); 4,01
(t, 2H, J = 6.4 Hz); 5,00-5,13 (m, 2H); 5,44 (s, 2H); 5,95 (ddt,, 1H,
J, =168 Hz, J,=10.8 Hz e J,= 6.7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,77 (d.
1H, /=79 Hz); 7,03 (t, 2H, J = 8,6 Hz); 7,16-7,30 (m, 3H). RMN "*C
(75 MHz, CDCly) &: 22,1; 28,7; 39,7; 53,2: 55,8; 68,0; 112,3; 113.4;
115,6; 116,0 (d, J = 21,8 Hz); 120.4; 120,8; 129,7 (d, J = 8,3 Hz);
130.7 (d, J = 3,0 Hz); 132,9; 137,6; 146,6; 147.8; 149,3; 162.7
(d, J = 246.8 Hz). HRMS (M+H*): calculado para C,,H,;FIN,0,:
382,19308; encontrado: 382,19211. HRMS (M+Na*): calculado para
C,,H,,FN;NaO,: 404,17502; encontrado: 404,17404.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(4-cloroben-
zil)-1H-1,2 3-triazol (7¢): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
v/v), Pf. = 81,8-82.2 °C, R; = 0,46 (hexano-acetato de etila-diclo-
rometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, Jem: 3111, 3063, 3000, 2937,
2856, 1589, 1514, 1446, 1259, 1227, 1140, 1015, 909, 799, 776, 739,
641. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,17 (quint, 2H, J = 6,9 Hz);
2,90 (t, 2H, J= 7,5 Hz); 3,32 (d. 2H, J = 6,7 Hz); 3.82 (s, 3H); 4,01
(t, 2H, J = 6.4 Hz); 5,00-5,11 (m, 2H); 5,44 (s, 2H); 5,95 (ddt,, 1H,
J,=170Hz, J,=10,2 Hz e J,= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,77 (d,
1H,J=79Hz); 7,16 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 7,24 (s, 1H); 7,32 (d, 2H,
J =8,5 Hz). RMN "C (75 MHz, CDCl,) 6: 22,1; 28,7; 39,7; 53,2;
55,8: 68,0; 112,3; 113,4: 115,6; 120,4; 120,9; 129.2; 132,9; 133,3;
134.6; 137,6; 146,6; 147.9; 149,3°. HRMS (M+H*): calculado para
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C,HCIN;Os: 398,16353; encontrado: 398,16272. HRMS (M+Na*):
calculado para C,,H,,CIN,NaO,: 420,14547; encontrado: 420,14474.

*Para este composto, houve a sobreposigio de sinais de dtomos
de carbono.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)- 1 -(4-bromoben-
zil)-1H-1,2,3-triazol (7d): Solido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 v/v), Pf. = 89.4-90.3 °C, R, = 0,46 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v /Jem™: 3110, 3063, 2999,
2950, 1588, 1514, 1459, 1420, 1260, 1227, 1141, 1013, 908, 797,
733, 489. 8: 2,17 (quint, 2H, J = 6,9 Hz); 2,90 (t, 2H, J = 7,5 Hz);
3,32(d, 2H, J=6,7 Hz); 3,82 (s, 3H); 4,01 (t, 2H, J = 6,3 Hz); 5,03-
5,13 (m, 2H); 5,43 (s, 2H); 5,95 (ddt,,, I1H,J,=16,8 Hz, J,=10,2 Hz
e J,=6.7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,77 (d, 1H, J =79 Hz); 7,10 (d,
2H, J = 8.4 Hz); 7,24 (s, 1H); 747 (d, 2H, J = 8,4 Hz). RMN "*C
(75 MHz, CDCl,) 8: 22,1; 28,7; 39,7: 53,2; 55,8, 68,0; 112,3; 113.4;
115,6; 120,4; 120,9; 122.7; 129.,5; 132,2; 133,0; 133,9; 137.,6;
146.6; 147.9; 149.4. HRMS (M+H*): calculado para C,,H,BrN,0,:
442,11301; encontrado: 442,11227. HRMS (M+Na*): calculado para
C,,H,,BrN,NaO,: 464,09496; encontrado: 464,09402.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(4-iodoben-
zil)-1H-1,2,3-triazol (7e): Solido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 v/v), Pf. = 98,3-99.2 °C, R, = 0,45 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v /Jem™: 3110, 3062, 2999,
2951, 1588, 1513, 1461, 1419, 1260, 1227, 1140, 1009, 910, 797,
731, 655, 484. RMN 'H (300 MHz, CDC,) &: 2,17 (quint, 2H, J=
6,9 Hz); 2,90 (t, 2H, J = 7,5 Hz); 3,33 (d, 2H, J = 6,6 Hz); 3,82 (s,
3H); 4.01 (1, 2H, J = 6,3 Hz); 5.00-5,12 (m, 2H); 5.41 (s, 2H); 5.95
(ddt,,, 1H, J, = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J,= 6,6 Hz); 6,65-6,73 (m,
2H); 6,77 (d, IH, J=7.9 Hz), 6,96 (d, 2H, J = 8,3 Hz); 7,24 (s, 1H);
7,68 (d, 2H, J = 8,3 Hz). RMN “C (75 MHz, CDCl,) 8: 22.1; 28.7;
39.7;:53,3;55,8;68,0;94,3; 112.3; 113,4; 115,6; 120,4; 120,9; 129.6;
132.9; 134,5; 137.6; 138.1; 146.,6; 147.9; 149,3. HRMS (M+H*):
calculado para C,,H,;0IN,O,: 490,09915; encontrado: 490,09836.
HRMS (M+Na*): calculado para for C,,H,,IN;NaO,: 512,08109;
encontrado: 512,08038.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)- 1 -(4-nitrobenzil )-
-1H-1,2 3-triazol (7f): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
viv), Bf. = 79,7-80,4 °C, R, 0,29 (hexano-acetato de etila-dicloro-
metano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v /em': 3111, 3062, 2949, 2911,
1590, 1518, 1465, 1348, 1227, 1139, 1014, 907, 849, 798, 713, 592.
RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,19 (quint, 2H, J = 6,9 Hz); 2,94
(t, 2H, J = 7.5 Hz); 3,31 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,81 (s, 3H); 4,01 (t,
2H, J = 6,3 Hz); 5,00-5,12 (m, 2H); 5,59 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, 1H,
J,=16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J,= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,77
(d, 1H, J = 7.8 Hz); 7,31-7,38 (m, 3H); 8,19 (d, 2H, J = 8,7 Hz).
RMN "C (75 MHz, CDCL,) &: 22.1; 28.6; 39,7; 52,9; 55,8; 68.0;
1124; 113.4; 115,6; 1204; 121,3; 124,2; 128.4; 133,0; 137,5;
141.9; 146.6; 147.9; 148.3; 149.3. HRMS (M+H*): calculado para
CH,N,O,: 409,18758; encontrado: 409,18677. HRMS (M+Na*):
calculado para C,,H,,N,NaO,: 431.16952; encontrado: 431,16867.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)- 1-(4-metoxiben-
zil)-1H-1,2,3-triazol (7g): Sélido branco, purificado por cromatografia
em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3
viv), Pf. = 88,9-90.4 °C, R, = 0,22 (hexano-acetato de etila-dicloro-
metano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v_, /Jem™: 3114, 3062, 3005, 2951, 2868,
1587, 1512, 1455, 1295, 1251, 1227, 1131, 1032, 1015, 917, 801,
749, 652. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,16 (quint, 2H,.J=7,0 Hz),
2,88 (t, 2H, J=7,5 Hz), 3,32 (d, 2H, J = 6,6 Hz), 3,80 (s, 3H), 3,82
(s, 3H), 4,01 (t, 2H, J = 6,4 Hz), 5,00-5,11 (m, 2H), 5.40 (s, 2H),
5,95 (ddt,,, IH, J,= 16,8 Hz, J,=9,9 Hz e J;= 6,6 Hz), 6,65-6,73 (m,
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2H), 6,77 (d, 1H, J =79 Hz), 6,87 (d, 2H, J=8,6 Hz), 7,15-7,23 (m,
3H). RMN "“C (75 MHz, CDCL,) 8: 22,1,28,7,39,7,53,5, 55,3, 55.8,
68,1, 1123, 113.4, 114,4, 115,5, 1204, 120,6, 126,8, 129.5, 1329,
1376, 146,6, 147.,6, 149.3, 159,8. HRMS (M+H*): calculado para
C,;H,,N,O;: 394,21307; encontrado: 394,21225. HRMS (M+Na*):
calculado para C,;H,;N;NaO,: 416,19501; encontrado: 416,19415.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil )-1-(4-(trifluoro-
metoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol (7h): Saélido branco, purificado por
cromatografia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-dicloro-
metano (3:1:3 v/v), P.f. =93,4-94.9 °C, R, = 0,49 (hexano-acetato de
etila-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, fem™: 3118, 3063,2949,
2878, 1590, 1511, 1454, 1259, 1225, 1138, 1034, 1014, 911, 800,
743,652. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) 8: 2,18 (quint, 2H, /= 6,9 Hz);
2,91 (t,2H, J=7,5Hz); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,81 (s, 3H); 4,01
(t, 2H, /= 6,3 Hz); 5,01-5,13 (m, 2H); 5.48 (s, 2H); 5,95 (ddt,,, 1H,
J, =168 Hz, J,=10,2Hz e J,= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,77 (d,
1H,J=79Hz);7.19(d, 2H, J=8,6 Hz); 7,23-7,31 (m, 3H). RMN "“C
(75 MHz, CDCL,) 8: 22,1;28,7; 39,7; 53,0; 55,8, 68,0; 112,3; 113 4;
115,6; 120,3 (g, J = 257,0 Hz); 120,4; 121,0; 121,4; 129,3; 133,0;
133.,6; 137.6; 146,6; 148,0; 149,2-149.3 (m); 149 4HRMS (M+H*):
calculado para C,;H,,F,N,O,: 448,18480; encontrado: 448,18399.
HRMS (M+Na*): calculado para C,;H,,F;N,NaO,: 470,16675; en-
contrado: 470,16602.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil )-1-(4-(trifluoro-
metil )benzil)-1H-1,2, 3-triazol (7i): Soélido branco, purificado por
cromatografia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-dicloro-
metano (3:1:3 v/v), Pf.=111,3-112,5°C, R;=0,50 (hexano-acetato de
etila-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v,,.Jcm™: 3110, 3062, 2947,
2910, 1589, 1516, 1466, 1421, 1328, 1263, 1224, 1142, 1116, 1014,
908, 798, 740, 669. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,19 (quint, 2H,
J=69Hz); 292 (t, 2H, J= 7,5 Hz); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,81
(s,3H); 4,02 (1, 2H, J= 6,3 Hz); 5,00-5,13 (m, 2H); 5,54 (s, 2H); 5,94
(ddt,,, 1H, J, = 16,8 Hz, J,= 10,2 Hz e J,= 6,74 Hz); 6,65-6,73 (m,
2H); 6,77 (d, 1H, J =79 Hz); 7,28 (s, 1H); 7,32 (d, 2H, J = 8,1 Hz);
7,61 (d, 2H, J = 8,1 Hz). RMN "“C (75 MHz, CDCl,) §: 22,1; 28.8;
39,7; 53,2; 55,9; 68,0; 112,3; 113.4; 115,6; 120,4; 121,1; 123.8 (q,
J=270,8 Hz); 126,0 (g, / = 3,8 Hz); 128,0; 130,9 (q, /= 32,5 Hz);
133,0; 137,6; 138,8; 146,7; 148,1; 149.4. HRMS (M+H*): calcula-
do para C,;H,F;N,0,: 432,18989; encontrado: 432,18903. HRMS
(M+Na*): calculado para C,,H,,F,N,NaO,: 454,17183; encontrado:
454,17093.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(3,4-difluoro-
benzil)-1H-1,2,3-triazol (7j): Sélido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 viv), Pf. = 97,1-97.8 °C, R; = 0.41 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v Jem™: 3111, 3061, 2949,
1588, 1515, 1454, 1261, 1288, 1228, 1141, 1017, 915, 754. RMN 'H
(300 MHz, CDCL,) RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,18 (quint, 2H,
J=69Hz); 292 (t, 2H, J = 7,5 Hz); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,82
(s, 3H); 4,01 (t, 2H, J = 6,3 Hz); 5,00-5,12 (m, 2H); 5,43 (s, 2H);
5,95 (ddt,,, 1H, J,= 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz e J;= 6,7 Hz); 6,65-6,71
(m, 2H); 6,77 (d, 1H, J = 7.9 Hz); 6,92-7,20 (m, 3H); 7,27 (s, IH).
RMN "C (75 MHz, CDCl,) &: 22,1; 28,7; 39.7; 52,5; 55,9 (dl,
J=8.3Hz); 68,0; 112,5; 113,4; 115,6; 117,0(d, J= 17,3 Hz); 117.9
(d, J=17.3 Hz); 120,4; 120,9; 124,0(dd, J,=6,8 Hz e J,= 3,8 Hz);
131,8-131.9 (m); 133,0; 137.5; 146,5; 148,1; 149.3; [148,6-148.9
(m), 151,9-152.2 (m)]. HRMS (M+H*): calculado para C,,H,,F,N.O,:
400,18366; encontrado: 400,18274. HRMS (M+Na*): calculado para
C,.H,,F,N;NaO,: 422,16560; encontrado: 422,16473.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(4-metilben-
zil)-1H-1,2,3-triazol (7k): So6lido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 v/v), Pf. = 59,6-60.9 °C, R; = 0,42 (hexano-acetato de
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etila-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, Jem™: 3111, 3061,
2953,2916, 2880, 1588, 1514, 1449, 1420, 1260, 1228, 1140, 1014,
904, 845, 799, 75, 720, 650. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,16
(quint, 2H, J =7,0 Hz); 2,34 (s, 3H); 2,88 (t, 2H, J=7,5 Hz); 3,32
(d, 2H, J=6,7 Hz); 3,81 (s, 3H); 4,01 (t, 2H, J = 6,4 Hz); 5,00-5,13
(m, 2H); 5,43 (s, 2H); 5,95 (ddt,,, 1H, J, = 16,8 Hz, J, = 10,2 Hz
e J;= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,77 (d, 1H, J = 7,9 Hz); 7,10-
7,18 (m, 4H); 7,21 (s, 1H). RMN **C (75 MHz, CDCl,) &: 21,0;
22.1;28,7,39,7,53,7;55.8;68,0112,3: 113.4; 115,5; 120.4; 120,7;
127.,9; 129,6; 131,7; 132,8; 137,5; 138,4; 146,6; 147,6; 149,3.
HRMS (M+H"): calculado para C,,H,N,0,: 378,21815; encontra-
do: 378,21719. HRMS (M+Na*): calculado para C,;H,;N,NaO,:
400,20010; encontrado: 400,19922.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(2-bromoben-
zil)-1H-1,2,3-triazol (71): Sélido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 v/v), Pf. =47.8-49.1 °C, R; = 0,61 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, Jem': 3104, 3054, 2931,
1587, 1511, 1467, 1419, 1230, 1135, 1027, 948, 304, 744, 653.
RMN 'H (300 MHz, CDCL,) &: 2,19 (quint, 2H, J = 7,0 Hz); 2,92
(t, 2H, J = 7,5 Hz); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,82 (s, 3H); 4,02 (1,
2H, J = 6,4 Hz); 5,00-5,13 (m, 2H); 5,61 (s, 2H); 5,95 (ddt,,, 1H,
J,=16,8 Hz, J,= 10,2 Hz e J,= 6,7 Hz); 6,65-6,73 (m, 2H); 6,78
(d, 1H, J=7.8Hz); 7,08 (dd, 1H, J,=7,5Hze J,= 1.6 Hz); 7,15-
7,31 (m, 2H); 7,35 (s, 1H); 7,59 (dd, 1H,J,=7.8 Hze J, = 1,1 Hz).
RMN C (75 MHz, CDCl,) &: 22,1; 28.7; 39,7; 53,6; 55.8; 68,1;
112.3; 113.4; 115,5; 120,3; 121.,3; 123.2; 128,1; 130.1; 130.2;
132,9; 133,1; 134.4; 137.6; 146,6; 147.7; 149,3. HRMS (M+H"*):
calculado para C,,H,.BrN,0,: 442,11301; encontrado: 442,11197.
HRMS (M+Na*): calculado para C,,H,,BrN,NaO,: 464,09496;
encontrado: 464,09390.

Dados para 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(3-bromoben-
zil)-1H-1,2 3-triazol (7m): Sélido branco, purificado por cromato-
grafia em coluna eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano
(3:1:3 v/v), Pf. = 65,9-67.1 °C, R; = 0,32 (hexano-acetato de etila-
-diclorometano 3:1:3 v/v). IV (ATR) v, Jem': 3110, 3062, 2949,
2881, 1589, 1514, 1462, 1260, 1227, 1140, 1013, 798, 726, 689,
586. RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,18 (quint, 2H, J = 6,9 Hz);
291 (1, 2H, J=7.5Hz); 3,32 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 3,82 (s, 3H); 4,02
(t, 2H, /= 6,3 Hz); 5,00-5,13 (m, 2H); 5,44 (s, 2H); 5,94 (ddt,,, 1H,
J, =168 Hz, J, = 10,2 Hz e J;= 6,7 Hz); 6.65-6,73 (m, 2H); 6,78
(d, 1H, J =79 Hz); [7,10-7,30 (m), 7.38 (s]), 7,46 (d,,, /= 7,8 Hz,
5H]. RMN 3C (75 MHz, CDCl,) &: 22,1; 28.7; 39,7; 53,1; 55.8;
68.0; 112,3; 113,4: 115,6; 120.4; 121,0; 123,0; 126.4; 130,6; 130,8;
131,7; 132,9; 137,1; 137.6; 146,6; 148.0; 149,3. HRMS (M+H*):
calculado para for C,,H,BrN,0,: 442,11301; encontrado: 442,11218.
HRMS (M+Na*): calculado para for C,,H,,BrN,NaQ,: 464,09496;
encontrado: 464,09412.
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Ensaios biolégicos

Cultivo de linhagens celulares

As linhagens celulares HL60 (leucemia mieloide aguda), Nalm6
(leucemia linfoide aguda) e B16F10 (melanoma metastdtico murino)
foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute Medium) pH 7.4 suplementado com 10% v/v de soro fetal
bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina.
As cé€lulas cresceram em garrafas de cultivo celular sob atmosfera
umidificada com 5% de CO.,.

Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

Células HL60 e Nalmo6 (7.0 x 107 células/poco) e B16F10 (1.0 x
10* células/pogo) foram semeadas em placas de 96 pocos, cada um
contendo 100 uL. de meio RPMI completo e 100 pL. de solugio de cada
composto em diferentes concentra¢des. Os compostos foram diluidos
em meio RPMI contendo 10% v/v de soro fetal bovino e 0,4% v/v de
DMSO (Sigma). Células tratadas com 0,4% v/v de DMSO (veiculo)
foram utilizadas como controle. Apés 48 horas de incubacdo, 10 pL
de MTT (5 mg/mL, Sigma) foram adicionados em cada pogo. Apds
3 horas a 37 °C, a solucdo contendo MTT foi removida dos pogos e
entdo foram adicionados 100 pL/poco de DMSO para solubilizagio
do formazan. Finalmente, a absorbancia foi avaliada em leitora de
microplacas (Spectra Max M5, Molecular Devices).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sintese dos compostos triazélicos derivados do eugenol

A primeira etapa envolvida na preparacio dos compostos deri-
vados do eugenol contendo niicleos 1,2,3-triazdlicos correspondeu a
extrac¢do do eugenol (1). Este composto foi obtido por hidrodestilagio
do cravo da india e purificado por cromatografia em coluna de silica
gel. Em seguida, o eugenol (1) foi submetido a reagoes de alquilagio
resultando na obtencéo dos derivados (2) e (4) conforme apresentado
no Esquema 1.°

Para a sintese dos compostos triazélicos derivados do eugenol foi
necessdria a preparaciio de vdrias azidas benzilicas (estrutura geral
(5) no Esquema 2) que foram obtidas em duas etapas a partir dos
dlcoois benzilicos correspondentes, de acordo com a metodologia
descrita na literatura.'”

A etapa chave envolvida na sintese dos compostos triazdlicos
derivados do eugenol correspondeu a reacdo de cicloadi¢iio entre
um alcino e uma azida catalisada por cobre (I) (CuAAC), também
conhecida como reagdo “click™."** Assim, os compostos 6a-6n e
7a-7m foram preparados a partir dos compostos alquilados (Ze 4) e
as azidas benzilicas (5), e obtidos com rendimentos sinteticamente
uteis (77%-91%) (Esquema 3).

Br
__/ P—
=" O
OCH,
W_OH (2); 87%
OCH3 ///\3/\0MS _ O’A\/\\\
U] i C:; >
OCH;
(4); 78%

Esquema 1. i) NaOH, CH,0H, 40 °C; acetonitrila, t.a; ii) NaOH, CH,0H, 40 °C; acetonitrila, 70 °C
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Ar—CH,0H ——  Ar-CH,080,CH; ———— Ar—CH;Ng
1] v

()

Ar = fTenila; 4-fluorofenila; 4-clorofenila; 4-bromofenila; 4-iodofenila; 4-nitrofenila; 4-metoxifenila; 4-
trifluorometoxifenila; 4-trifluorometilfenila; 3,4-difluorofenila; 2,5-diclorofenila; 4-metilfenila; 2-

bromofenila; 3-bromofenila.

Esquema 2. iii) Et;N, CH,SO,Cl, CH,Cl,, -50 °C; iv) NaN;, DMSO, t.a.

ArCH,N;

Qs T
v

— ArCH,N3
% }0/\/\%\ )
—_— -

OCH; v

4)

N
N
OCH,3 N—Ar

(6a-6n)

6a: Ar =fenila (91%)

6b: Ar = 4-fluorofenila (87%)

6c: Ar = 4-clorofenila (87%)

6d: Ar = 4-bromofenila (80%)

6e: Ar = 4-iodofenila (87%)

6f: Ar = 4-nitrofenila (89%)

6g: Ar = 4-metoxifenila (80%)

6h: Ar = 4-trifluorometoxifenila (85%)
6i: Ar = 4-trifluorometilfenila (84%)
6j. Ar = 2,5-diclorofenila (81%)

6k: Ar = 3,4-difluorofenila (78%)

6l: Ar = 4-metilfenila (82%)

6m: Ar = 2-bromofenila (77%)

6n: Ar = 3-bromofenila (79%)

OCH;
(7a=7m)

7a: Ar = fenila (79%)

7b: Ar = 4-fluorofenila (86%)
7c: Ar = 4-clorofenila (87%)
7d: Ar = 4-bromofenila (84%)
7e: Ar = 4-iodofenila (91%)

7. Ar = 4-nitrofenila (82%)

79: Ar = 4-metoxifenila (83%)

7h: Ar = 4-trifluorometoxifenila (84%)
7i: Ar = 4-trifluorometilfenila (92%)
7j:  Ar = 3 4-difluorofenila (90%)

7k: Ar= 4-metilfenila (80%)

7I: Ar= 2-bromofenila (79%)

7m: Ar = 3-bromofenila (81%)

Esquema 3. v) ascorbato de sédio (40 mol%), CuSO;5H,0 (20 mol%), EtOH/H,0 (1:1 v/v)

Os compostos triazélicos foram obtidos empregando-se condi¢des
de reagdo similares aquelas previamente descritas na literatura.'” As
reacdes, de modo geral, duraram menos do que um minuto e ndo foram
observadas variacoes de velocidade das transformacdes utilizando-
-se azidas benzilicas contendo grupos doadores ou retiradores de
elétrons ligados ao anel aromitico. O alquino terminal utilizado (2
ou 4) também nio influenciou a velocidade dos processos “click™.

Todos os compostos triazélicos foram completamente caracteri-
zados pelas espectroscopias de RMN ('H e *C) e no infravermelho

(IV) bem como pela espectrometria de massas. Nos espectros de
RMN de 'H, o sinal atribuido ao hidrogénio presente no anel triazé-
lico foi observado como um simpleto dentro da faixa de 7,20-7,67
ppm. Os sinais referentes aos dtomos de hidrogénios metilénicos
ligados ao oxigénio e ao nitrogénio também foram observados como
simpletos nos espectros de RMN de 'H. No espectro de RMN de *C
foi observado que o niimero de sinais presentes e os deslocamentos
quimicos sdo compativeis com as estruturas das substincias. Nos
espectros no I'V, as bandas esperadas para os grupos funcionais foram
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observadas. As formulas moleculares dos derivados triazélicos do
eugenol 6a-6n e 7a-7m foram confirmadas pela espectrometria de
massas de alta resolugio. Cabe destacar que a sintese dos compostos
foi planejada de modo a avaliar o efeito dos diferentes grupos benzila
ligados a porgao triazélica (Esquema 3) bem como do tamanho da
cadeia alquilica (ligando a porgio eugenol 4 porgio triazdlica) sobre
a atividade citotéxica dos compostos.

Avaliaciio da atividade citotéxica dos compostos triazélicos
derivados do eugenol

Os compostos triazélicos 6a-6n e 7a-7m foram inicialmente
avaliados com respeito aos seus efeitos citotoxicos contra a linhagem
leucémica HL60 (leucemia mieloide aguda). Esta linhagem foi tratada
com diferentes concentragdes dos compostos (100, 50 e 25 pmol L)
por 48 horas. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
obtidos para a viabilidade celular estio apresentados na Tabela 1.
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Nao foi possivel estabelecer uma correlagiio entre estruturas
quimicas e atividade biolégica. Os resultados apresentados mostram
que os compostos 6n, 7a, 7e, 7e e Tm foram os mais ativos e apre-
sentaram uma reducio igual ou superior a 80% de c€lulas vidveis nos
tratamentos a 100 pmol L.

Devido ao efeito citotdxico mais pronunciado para estas substiin-
cias, elas foram consideradas promissoras e tiveram suas atividades
citotoxicas avaliadas contra as linhagens celulares HL60, Nalm6 e
B16F10 para determinagio de valores de ICs,. Neste caso, as linhagens
foram tratadas com diferentes concentracdes dos compostos (200, 150,
125, 100,75, 50 e 25 pmol L), por 48 horas. Esses testes foram realiza-
dos em triplicata e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 2.

Comparando-se os valores de IC,, apresentados na Tabela 2,
observa-se, como tendéncia geral, que a linhagem mieloide (HL60)
apresentou maior sensibilidade ao efeito citotéxico dos compostos em
relagdio & linhagem linfoide (Nalm6) e murina (B16F10). Além disso,
observa-se que dos cinco compostos mais ativos, quatro (7a, 7e, 7e,

Tabela 1. Efeito dos compostos triazélicos derivados do eugenol sobre a viabilidade (%) da linhagem celular HL60, apds 48 horas de exposi¢io aos compostos

(médiaxdesvio padrio)

OCHs —Ar

Composto’ Ar Viabilidade (%)™

25 pmol L 50 pmol L™ 100 pmol L
6a Fenila 75.92+16,21 77,73£12,22 69,65£9,62
6b 4-fluorofenila 67,98+13,09 64,12+3,08 54,89+11,22
6c 4-clorofenila 75,25+3,53 76,87+11,19 83,68+6,07
6d 4-bromofenila 75.72+1,83 81,12+2.81 82,68+9.84
Ge 4-iodofenila 78.23+6,39 81,57+12,93 86,54+18,31
6f 4-nitrofenila 74,313,111 72,03£1,53 78,63+0,40
6g 4-metoxifenila 71,78+9,36 74,76+12,12 78,80+3,64
6h 4-trifluorometoxifenila 86.84+16,65 76,06:6,68 73.,70+16,80
6i 4-triflorometila 79,77+1,55 80,68+7,02 77,10+6,15
6j 2.5-diclorofenila 69.16+2,10 90,31+13,28 106,54+6,84
6k 3.4-difluorofenila 68,30+3,52 76,56x7,11 85,27+6,59
6l 4-metilfenila 75,44+0,93 69,01£1,47 71,34£3,63
6m 2-bromofenila 85,08+6,67 78,78+7,39 77,13£4,65
6n 3-bromofenila 82,38+0,52 79,88+0,07 18,93+5,30
Ta Fenila 79.4449.18 80,66+3,27 20,85+7,92
7b 4-fluorofenila 84.64+11.17 81,15£7.69 38,24+4.95
Tc 4-clorofenila 75,67+1,30 76,62+2,09 12,39£3,79
7d 4-bromofenila 79.77£21,94 79.58+12,48 82,13+8,98
Te 4-iodofenila 88,20+16,48 87,13x15,32 13,04+3,80
7t 4-nitrofenila 74.66+5,60 81,99+3.95 39,62+5,36
Tg 4-metoxifenila 87,93£19,11 87.50+16,95 89.80+12,08
Th 4-trifluorometoxifenila 72.33£2.03 75.77+6.90 64.97£2.09
Ti 4-trifluorometila 85,09+20,36 79,39+9,67 84,12+15,99
7i 3.4-difluorofenila 76,27+7,42 70,58+5,84 77,09+3,30
Tk 4-metilfenila 80,39+10,62 64,95+9,08 27.88+6,49
7 2-bromofenila 93,92+10,74 90,74+5,61 88,74+2,32
Tm 3-bromofenila 93,03+8,93 88,54+8.41 19,88+5,19

* Para os compostos 6a-6n, n=1 ¢ para os compostos 7a-7m. n=3; **Considerou-se 100% de viabilidade celular no tratamento controle com o veiculo DMSO.
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Tabela 2. Valores de ICs,(pmol L) obtidos para as linhagens celulares HL60,
Nalmé e B16F10 tratadas com os compostos 6n, 7a, 7¢, 7e, Tm

IC,, (umol L)
Composto
HL60 Nalmé6 BI6F10

6n 70,74+0,269 66,30£3.451 NA

7a 75.83+4,752 85,59+2913 179,743,090
T 74,61£2,171 NA NA

Te 74,54+6,554 NA NA

Tm 71.96+4.815 76,670,368 NA

IC,,:concentragido dos compostos requerida para inibir 50% da viabilidade
celular, determinada apos 48 horas de tratamento. (NA) Compostos ndo ativos
nas condi¢des experimentais utilizadas.

7m) possuem como caracteristica estrutural comum o tamanho da
cadeia carbdnica lateral do anel triazélico, que € comparativamente
maior que a do composto 6n.

Para a linhagem HL60, verifica-se que todos os compostos
foram capazes de inviabilizar o crescimento celular, apresentando
valores de ICy, abaixo de 100 pmol L. No entanto, dentre os cinco
compostos investigados, o composto 6n foi o de maior atividade,
apresentando valor de ICy, igual a 70,74 pmol L-'. Para a linhagem
Nalm6, observa-se que os compostos mais ativos, 6n e 7m, possuem
como caracteristica estrutural comum a presenc¢a do grupo 3-bromo-
fenila. O composto 6m, que possui menor comprimento da cadeia
alifdtica conectando a porgio eugenol 4 porgio triazélica, apresentou
maior efeito citotéxico contra esta linhagem celular (IC,, igual a
66,30 pmol ). Por iltimo, em relagdo a linhagem celular BI6F10, a
qual é refratdria ao tratamento quimioterdpico em geral,* observa-se
que apenas o composto 7a foi capaz de diminuir a viabilidade celular,
caracterizando-se como derivado triazélico do eugenol que apresentou
atividade citotéxica contra as trés linhagens celulares investigadas.

CONCLUSAO

A conversio do eugenol em derivados contendo porcoes 1,2,3-tria-
zolicas e avaliagio da citotoxicidade destes resultou na identificagio
de cinco derivados que significativamente reduziram a viabilidade da
linhagem leucémica mieloide HL60. A subsequente avaliagiio destes
derivados mais ativos mostrou que trés deles apresentaram atividade
contra a linhagem leucémica linfoide Nalm6 enquanto que apenas um
derivado apresentou citotoxicidade contra a linhagem de melanoma
metastitico murino B16F10. Embora as atividades descritas sejam
moderadas, acredita-se que derivados triazolicos do eugenol possam
representar uma classe de compostos a serem explorados visando a
obtencdo de novos agentes quimioterdpicos contra o cincer. Estudos
neste sentido estdo em andamento em nossos laboratérios.

MATERIAL SUPLEMENTAR
Espectros de RMN, no IV e de massas utilizados na caracterizacio

dos compostos estio disponiveis em http://quimicanova.sbg.org.br,
na forma de arquivo PDF, com acesso livre.

Quim. Nova
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Considerando as atividades citotoxicas da vanilina e dos compostos 1,2,3-
triazolicos, bem como a similaridade estrutural entre o eugenol e a vanilina ja
mencionados, descreve-se neste capitulo a avaliacdo da citotoxicidade dos
compostos 6a-6k e 7a-7k (Esquema 2.4, pg. 70), contra as linhagens B16F10
(melanoma metastatico murino), Jurkat ((leucemia linfoblastica aguda T—-LLA-T) e

MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama).

4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Generalidades

O ensaio de avaliagdo da citotoxicidade dos compostos triazodlicos
derivados da vanilina 6a-6k e 7a-7k foram realizados em colaboracdo com o Dr.
Raoni Pais Siqueira, Dra. Graziela Domingues de Almeida Lima e o professor Dr.
Gustavo Costa Bressan do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
UFV.

4.2.2. Linhagens celulares e cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram: B16F10 (melanoma
metastatico murino), Jurkat ((leucemia linfoblastica aguda T — LLA-T) e MDA-MB-
231 (adenocarcinoma de mama). A linhagem B16F10 e Jurkat foram gentilmente
cedida pela Dra. Anésia Aparecida dos Santos (Departamento de Biologia Geral,
Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais) e a linhagem MDA-MB-231 foi
gentilmente cedida por Dra. Sandra Martha Gomes Dias (Laboratdrio Nacional de
Biociéncias, Campinas, Sao Paulo, Brasil). Para o cultivo utilizou-se meio RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium, Sigma) pH 7,2 suplementado com
100 U mL™ de penicilina (Sigma), 100 ug mL™ de estreptomicina (Sigma) e 10% v
v'! de soro fetal bovino (SFB, LGC Bio). As células foram crescidas em suspensao
utilizando garrafas de 75, 150 e 300 cm?, mantidas sob atmosfera com 95% de
umidade e 5% de CO..

4.2.3. Avaliacao da atividade citotoxica pelo método MTT

Os compostos derivados da vanilina, assim como a vanilina comercial,
foram submetidos a ensaios biolégicos para avaliar suas atividades citotoxicas
contra as linhagens B16F10 (melanoma metastatico murino), Jurkat ((leucemia

linfoblastica aguda T — LLA-T) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama). As
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atividades citotéxicas dos compostos foram avaliadas empregando o método
MTT, que consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversao do sal
amarelo brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) no produto
de coloracdo azul formazan (Figura 4.4) pela atividade da enzima
succinildesidrogenase presente na mitocéndria e no citoplasma da célula viavel,
permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de células metabolicamente
ativas (MOSMANN, 1983; BERNAS E DOBRUCKI, 2002).

N~N” : NH
7 "“ Redutase N
N;N® N Mitocondrial |
Y _— N:N _N
s/ t/(—
° S
Br

Formazan

MTT

Figura 4.4. Converséao do sal MTT no produto formazan.

Para avaliacdo da atividade citotoxica dos compostos, as células foram
contadas em camaras de neubauer, ressuspendidas em meio RPMI 1640 (10% v
v! SFB, 100 U mL™ de penicilina e 100 pg mL™ de estreptomicina) e incubadas
em placa de 96 pocos de fundo chato, na densidade de 10.000 células/poco
(B16F10) e 25.000 célula/poco (MDA-MB-231), mantidas por 24 horas a 37 °C e
5% de CO, para adaptacdo das células. Os compostos foram avaliados na
concentracdo de 100 umol L™ por 48 e 72 horas de incubacéo a 37 °C e 5% de
CO,. Como veiculo foi utilizado o solvente organico dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentracdo 0,4% v v'. Para verificacdo do efeito citotéxico, foi adicionado a
cada poco 10 uL do reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio, MTT (Sigma Aldrich) na concentracdo de 5 mg mL™ e incubou-se
novamente a 37 °C por 4 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido, o
formazan foi ressuspendido em 100 L de DMSO e a leitura de absorbancia no
comprimento de onda de 540 nm foi realizada em leitora automatica de
microplacas (Biotek Sinergy HT). Para os calculos da viabilidade e preparo dos

gréaficos utilizaram-se os programas Microsoft Excel e Prism5.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos 1, 2, 3, 6a-6k, 7a-7k foram submetidos a ensaios biologicos
para a avaliagdo de suas atividades citotoxicas em linhagens celulares B16F10
(melanoma metastatico murino) e Jurkat (leucemia linfoblastica aguda T — LLA-T).
A atividade citotoxica sobre a linhagem MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama)
foi avaliada apenas para os compostos 1, 2, 6a-6k devido a dificuldade de
crescimento das células cancerigenas no laboratorio. Os compostos foram
avaliados na concentracdo de 100 pmol L™ por 48 e 72 h e os resultados obtidos
para a viabilidade celular das linhagens avaliadas estdo apresentados nas
Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3 (pgs. 156-158) e na Figura 4.5 (pg. 159).
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Tabela 4.1. Viabilidade celular (%) da linhagem B16F10 quando exposta aos
compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7Tk ap6s 48 e 72 horas de tratamento

(médiatdesvio padrao).

Concentragdo 100 pmol L™

Compostos 48 h 72 h
1 105,22 + 22,56 79,35 £ 5,96
2 77,46 £1,76 74,47 1,44
3 117,86 + 14,97 88,43+ 2,92
6a 69,25 + 4,88 53,87 £ 0,52
6b 86,30 + 16,53 82,07 £ 8,78
6C 77,47 +£7,16 63,19 £ 4,75
6d 70,50 + 14,38 68,66 = 0,48
6e 52,47 + 7,20 32,90 + 1,85
6f 59,73 + 3,45 50,40 + 3,61
69 95,75 + 13,36 71,87 £ 2,50
6h 70,87 £ 17,54 65,87 £ 1,31
6i 80,23 £ 9,25 67,77 £ 0,56
6] 62,07 £+ 3,39 46,83 + 6,20
6k 95,83 + 24,24 68,04 + 4,82
7a 76,32 £ 6,07 117,12+ 21,11
7b 102,45 £ 0,76 91,25 + 2,07
7c 87,50 £ 18,82 86,73 £ 2,92
7d 96,85 + 8,31 88,66 £ 0,75
Te 88,39 +0,85 126,90 + 40,01
7f 93,92+ 7,09 92,66 £ 4,11
79 81,82 +19,35 91,70+ 7,14
7h 93,35%0,10 88,87 £ 2,72
7i 76,15+ 2,29 106,47 £ 14,63
7 91,54 + 3,13 93,64 +£ 8,93
7k 93,31+1,88 89,29 £ 4,37
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Tabela 4.2. Viabilidade celular (%) da linhagem Jurkat quando exposta aos
compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7Tk apés 48 e 72 horas de tratamento
(médiatdesvio padrao).

Concentragio 100 pmol L™

Compostos 48 h 72 h
1 93,41 + 3,63 90,92 + 9,63
2 49,85 + 3,22 94,53 + 3,57
3 60,46 = 8,71 84,70 + 13,70
6a 60,21 + 9,66 85,90 + 4,54
6b 63,97 =+ 15,66 72,12 £ 6,76
6¢C 64,24 + 20,99 84,09 + 10,35
6d 74,80 £ 9,76 90,26 + 10,39
6e 95,65 + 6,26 77,38 +£1,08
6f 75,62 £ 3,41 128,75 £+ 29,80
69 77,66 +12,59 84,07 +12,31
6h 55,91 +9,91 56,53 + 6,01
6i 82,57 + 3,77 78,84 £ 4,28
6] 36,43 + 11,69 49,74 + 6,50
6k 98,19+ 12,84 62,31 £ 0,50
7a 79,22 £ 6,39 68,17 £ 2,12
7b 54,88 + 9,92 89,60 + 3,26
7c 56,83 + 9,70 74,71 + 13,16
7d 70,42 + 11,16 92,60 = 8,95
e 36,79 + 9,30 24,48 + 6,47
7f 58,27 + 8,37 48,32 + 3,69
79 73,37 £ 4,85 69,73 + 5,59
7h 49,49 + 6,86 72,61 +10,12
7i 78,58 + 7,69 73,82 £ 10,99
7 58,76 £ 5,52 81,26 £ 4,44
7k 85,27 £ 4,34 98,54 + 4,48
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Tabela 4.3. Viabilidade celular (%) da linhagem MDA-MB-231 quando exposta aos
compostos 1, 2 e 6a-6k apos 48 e 72 horas de tratamento (médiatdesvio padrao).

Concentracdo 100 pmol L™

Compostos 48 h 72 h
1 82,66 + 2,19 91,06 + 3,80
2 97,53 + 13,43 90,83 + 2,53
6a 75,01 + 8,03 90,10 £ 6,21
6b 99,83 + 7,45 105,22 + 16,53
6C 92,25 +5,01 114,49 + 8,72
6d 91,89 + 2,61 109,45 + 6,07
6e 81,85 + 2,69 84,50 + 7,35
6f 94,41 + 9,76 96,50 + 0,98
69 69,76 + 10,62 104,59 +7,11
6h 69,18 + 6,07 85,92 + 8,33
6i 91,78 + 6,98 96,43 + 3,26
6j 77,41 + 2,07 63,56 + 4,92
6k 79,52 £ 10,02 100,81 + 7,96
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Os resultados obtidos mostram que os compostos 6a, 6e, 6f e 6] (Tabela
4.1, pg. 156; Figura 4.5, pg. 159), apresentaram atividades citotoxicas mais
efetivas contra a linhagem B16F10. Apdés 48 h de tratamento, os compostos
supracitados, foram capazes de inibir a viabilidade celular entre aproximadamente
30%-50%. Além disso, para o periodo de 72 h de tratamento, as mesmas
substancias tiveram os efeitos citotoxicos ainda mais pronunciados, inibindo a
viabilidade celular em cerca de 50%-70%. Dentre estes compostos mais ativos
destaca-se o composto 6e, o qual reduziu a viabilidade celular da linhagem
B16F10 em aproximadamente 70%.

N
2Vl
(6a) R = CH(CHs)
0 \ N (6e)R = | o
OCH; \—Q—R (6f) R =Br
(6j) R = OCFs5

Figura 4.6. Compostos triazélicos mais ativos contra a linhagem B16F10 na

concentracdo 100 pmol L™ apés 48 e 72 horas de tratamento.

Analisando os resultados obtidos para a linhagem Jurkat (Tabela 4.2, pg.
157; Figura 4.5, pg. 159) verificou-se que os compostos 6j, 7e e 7] apresentaram
as melhores atividades citotéxicas quando comparado aos demais, inibindo a
viabilidade celular entre 40%-65% apds 48 h de tratamento e 50%-75% apos 72
h. No entanto, o composto 7e foi a substancia mais promissora sendo capaz de
inibir em aproximadamente 65% das células cancerigenas apos 48 h de
tratamento e 75% apos 72 h.

H N
o%m _
o N/ n=13: ((761)) R = OCF3
OCH n=3: e) R=1
3 < > R (7f) R=Br

Figura 4.7. Compostos triazélicos mais ativos contra a linhagem Jurkat na

concentracdo 100 pmol L™ apés 48 e 72 horas de tratamento.

Por fim, os resultados obtidos mostram que os compostos 6a-6k, de modo
geral, ndo apresentaram eficacia em inibir a viabilidade da linhagem celular MDA-
MB-231 (Tabela 4.3, pg. 158; Figura 4.5, pg. 159). Excecéo a esta generalizacao
€ a substancia 6j (Figura 4.8, pg. 161) que reduziu a viabilidade celular em cerca
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de 40% apds 72 h de tratamento. Cabe salientar que este composto também
reduziu significativamente a viabilidade celular das células B16F10 apos 72 h
(cerca de 60% de inibicAo de viabilidade celular) e das células Jurkat

(aproximadamente 65% de inibicdo apds 48h e 50% apos 72 h).

Figura 4.8. Composto triazélico mais ativo contra a linhagem MDA-MB-231 na

concentracdo 100 pmol L™ ap6s 72 horas de tratamento.

Cumpre ressaltar que os dados contra as linhagens testadas confirmam
que a modificacdo da vanilina (1) em derivados 1,2,3-triazélicos resultou em
compostos, 6a, 6e, 6f, 6], 7e e 7f, que apresentaram maior eficAcia com respeito
a inibicdo da viabilidade celular. Outro fato a ser mencionado € a caracteristica
comum dos substituintes trifluorometoxi e dos atomos de iodo e bromo, sugerindo
que a presenca destes é um fator importante para potencializar a atividade

citotéxica dos compostos avaliados.

4.4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BERNAS, T.; DOBRUCKI, J. Mitochondrial and nonmitochondrial reduction of
MTT: interaction of MTT with TMRE, JC -1, and NAO mitochondrial
fluorescent probes. Cytometry, v. 47, p. 236-242, 2002.

BEZERRA, D. P.; SOARES, A. K.N.; DE SOUSA, D.P. Overview of the Role of
Vanillin on Redox Status and Cancer Development. Oxidative Medicine and
Cellular Longevity, p. 1-9, 2016.

BRAY, F. et al. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence
and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal
for Clinicians, v. 68,, p. 394-424, 2018.

BYRNE, J. D.; YEH, J. J.; DESIMONE, J. M. Use of iontophoresis for the
treatment of cancer. Journal of Controlled Release, v. 284, p. 144-151, 2018.

CHENG, W. Y.; HSIANG, C. Y.; BAU, D. T.; CHEN, J. C.; SHEN, W. S.; LI, C. C;
LO, H. Y.; WU, S. L.; CHIANG, S. Y.; HO, T. Y. Microarray analysis of vanillin-
regulated gene expression profile in human hepatocarcinoma cells.
Pharmacological Research, v. 56, p. 474-482, 2007.



162

COSTA-LOTUFO, L. V.; MONTENEGRO, R. C.; ALVES, A. P. N. N., MADEIRA,
S. V.F.; PESSOA, C.; MORAES, M. E. A.; MORAES, M. O. A Contribuicao
dos produtos naturais como fonte de novos farmacos anticancer: estudos no
laboratério nacional de oncologia experimental da universidade federal do
Ceard. Revista Virtual de Quimica, v. 2, p. 47-58, 2010.

DE ARAUJO, M. E. M. B. Avaliacdo das atividades antioxidante e antiproliferativa
da rutina e seus produtos obtidos por hidrélise enzimatica. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias da Saude). Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
da Saude, Universidade de Sdo Francisco, Braganca Paulista, 2012.

DE CARVALHO, N. C. Avaliagdo da atividade antineoplasica do extrato etandlico
da propolis G6 Baiana. Dissertacdo (Mestrado-Biotecnologia) — Fundacao
Oswaldo Cruz — Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2013.

GAZOLLA, P. A. R.; TEIXEIRA, R. R.; DA SILVA, A. M.; VAZ, B. G,
VASCONCELOS, G. A.; SIQUEIRA, R. P.; GONCALVES, V. H. S.; PEREIRA,
H. S.; BRESSAN, G. C. Sintese e avaliagdo da atividade citotoxica de
derivados do eugenol contendo nucleos 1,2,3-triazélicos. Quimica Nova, V.
41, p. 497-506, 2018.

GHORAB, M. M.; AL-SAID, M. Anticancer activity of novel indenopyridine
derivatives. Archives of Fharmacal Research, v. 35, p. 987-994, 2012.

GU, M. M.; LI, M.; GAO, D.; LIU, L. H.; LANG, Y.; YANG, S. M.; OU, H.; HUANG,
B.; ZHOU, P. K.; SHANG, Z. F. The vanillin derivative 6 bromine-5-hydroxy-4-
methoxybenzaldehyde induces aberrant mitotic progression and enhances
radio-sensitivity accompanying uppression the expression of PLK1 in
esophageal squamous cell carcinoma. Toxicology and Applied Pharmacology,
v. 348, p. 76-84, 2018.

HO, K. L.; YAZAN, L. S.; ISMAIL, N.; ISMAIL, M. Apoptosis and cell cycle arrest of
human colorectal cancer cell line HT-29 induced by vanillin. Cancer
Epidemiology, v. 33, p. 155-160, 2009.

Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva; Ministério da saude.
Estimativa 2020: Incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA, 2019.

MOSMAN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunology Methods, p. 55-
63, 1983.

OLIVEIRA, M. M.; MALTA, D. C.; GUAUCHE, H.; MOURA, L.; AZEVEDO E
SILVA, G. Estimated number of people diagnosed with cancer in Brazil: data
from the National Health Survey, 2013. Revista Brasileira de Epidemiologia, v.
18, p. 146-157, 2015.

ROSAS, M. S. L.; SILVA, B. N. M.; PINTO, R. G. M. P.; SILVA, B. V.; SILVA, R.
A.; GUERRA, L. R.; SOARES, G. C. M. T.; CASTRO, H. C.; LIONE, V. O. F.
Incidéncia do cancer no Brasil e o potencial uso dos derivados de isatinas na
cancerologia experimental. Revista Virtual de Quimica, v. 5, p. 243-265, 2013.



163

CAPITULO 5

AVALIACAO DA ATIVIDADE FUNGICIDA DOS DERIVADOS DA VANILINA
CONTENDO O NUCLEO 1,2,3-TRIAZOLICO

5.1. INTRODUCAO

Os fungos sao micro-organismos pertencentes ao reino Fungi,
onipresentes na natureza, vivendo em quase todos os ambientes terrestres e
apresentando uma grande variacao de formas e tamanhos (OLIVEIRA, 2014).

Estima-se a existéncia de dois milhdes de espécies de fungos, os quais
sdo utilizados na conservacdo e preparacdao de alimentos, obtencédo de
metabdlitos ativos como a Penicilina, e em diversas areas biotecnoldgicas. No
entanto, apesar dos beneficios de algumas espécies, cerca de 600 delas sao
patogénicas, causando danos a saude do homem, das plantas ou de animais
(BENNETT, 1998; GHORAI et al., 2009; LIFE, 2020).

As principais causas da incidéncia e prevaléncia das infeccfes fangicas no
mundo estdo associadas as caracteristicas socioeconémicas, geo-ecoldgicas e o
crescente numero de pessoas susceptiveis ao contagio das infeccbes. Logo, a
mortalidade relacionada as doencas fungicas, acima de 1,5 milhdo, € semelhante
a da tuberculose e trés vezes superior a da maléaria (BONGOMIN et al., 2017).

As infec¢bes fungicas sdo subdivididas em cinco grupos, sendo as
infeccdes mais graves oriundas de outros problemas de saude, como asma,
AIDS, céancer, transplante e terapias com corticosteréides (LIFE, 2020). As

infeccbes sdo agrupadas da seguinte forma:

— Infeccdes fungicas invasivas (frequentemente fatais): especialmente
meningite criptocécica, aspergilose invasiva, infeccdo da corrente
sanguinea por Candida, pneumonia por Pneumocystis;

— Infeccdo pulmonar crénica ou tecido profundo: especialmente aspergilose
pulmonar crénica;

— Doenca fungica alérgica: especialmente aspergilose broncopulmonar
alérgica (ABPA), asma grave com sensibilizacdo por fungos (SAFS);

— Infeccdo da mucosa: especialmente candidiase oral e esofagica, vaginite

por Candida;


http://www.life-worldwide.org/fungal-diseases/invasive/
http://www.life-worldwide.org/fungal-diseases/chronic-or-deep-tissue/
http://www.life-worldwide.org/fungal-diseases/allergic/
http://www.life-worldwide.org/fungal-diseases/mucosal-infection/
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— Infeccado da pele, cabelos e unhas: especialmente micose, tinea capitis, pé

de atleta, onicomicose.

Existem quatro classes de farmacos utilizados para o tratamento de
doencas fuangicas: azois, polienos, equinocandinas, e analogos de pirimidina.
Dentre todas as classes, os azdis e o farmaco de referéncia da classe dos
polienos, a anfotericina B, sdo os antifingicos mais empregados devido ao grande
espectro de acao e facil administracdo (CAMPOY e ADRIO, 2017).

A anfotericina B (Figura 5.1) € obtida de fontes naturais e embora
apresente o maior espectro de acdo antifungica é extremamente toxica, sendo
relacionada com frequéncia a disfuncdo renal. Alguns efeitos colaterais, como
nausea e tremores, ocorrem devido a infusdo; porém, outros efeitos adversos
estdo associados a sua capacidade de ligacdo com o colesterol e outros
constituintes da membrana de células humanas. Devido a sua estrutura anfifilica,
atua formando um complexo com o ergosterol, produzindo poros que alteram a
permeabilidade da membrana celular, 0 que permite o vazamento do contetdo
citoplasmatico e causando a lise celular do fungo (FILIPPIN e SOUZA, 2006;
SHENG e ZHANG, 2011; CAMPQOY e ADRIO, 2017).

Figura 5.1. Estrutura da anfotericina B.

O principal mecanismo de acdo dos farmacos azolicos (Figura 5.2, pg. 165)
€ a inibicdo da biossintese do ergosterol, que é fundamental para a integridade e
a manutencao da funcdo da membrana celular dos fungos. Os azois sdo menos
toxicos e possuem boa disponibilidade oral, porém seu uso prolongado favorece o
surgimento de espécies fungicas resistentes a estes compostos (NOBRE et al.,
2002; KATHIRAVAN et al., 2012).


http://www.life-worldwide.org/fungal-diseases/skin-nails-hair/
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Figura 5.2. Estruturas dos principais farmacos azélicos.

As infec¢cbes fungicas tém se mostrado um grande desafio para o
diagnéstico e tratamento devido a pouca disponibilidade de farmacos eficazes e
gue nNao sejam nocivos aos pacientes. Estudos para o desenvolvimento de novos
compostos bioativos sdo fundamentais, principalmente, diante dos riscos
inerentes ao surgimento de novas espécies patogénicas e da crescente
resisténcia dos fungos aos farmacos de primeira escolha. Neste contexto,
destaca-se a utilizacdo dos produtos naturais, tal como a vanilina objeto de
investigagdo deste trabalho, como fonte de substancias para o desenvolvimento
de novos principios ativos para o tratamento de infec¢cdes provocadas por fungos
(PERLIN et al., 2017).

Kim e colaboradores (2014) investigaram as atividades antifungicas da
vanilina e de 33 derivados desta contra o patégeno Cryptococcus neoformans.
Embora a vanilina tenha apresentado valor de concentracdo inibitéria minima
(CIM) relativamente elevada (CIM >128,0 pg mL™), sugerindo atividade
antifingica minima, dentre os derivados avaliados o 2-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido e o 3-etoxi-2-hidrobenzaldeido (Figura 5.3, pg. 166)
apresentaram elevada atividade antifingica contra C. neoformans com CIM igual

4,0 pg mL™?, inferior ao do farmaco comercial fluconazol (CIM = 8,0 pg mL™).
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CIM =4 ugmL™"

Figura 5.3. Derivados da vanilina que apresentaram elevada atividade antifungica

contra C. neoformans.

Considerando as atividades antifungicas dos farmacos azdlicos ja
existentes bem como da vanilina, e levando-se em conta ainda a necessidade de
obtencdo de novas moléculas que possam ser utilizadas como modelos para o
desenvolvimento de novos antifingicos, mais eficientes e menos téxicos aos
pacientes infectados, descreve-se neste capitulo os resultados da avaliacdo da
atividade fungicida dos derivados triazélicos da vanilina 6a-6k e 7a-7k contra as
linhagens fangicas Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Trichophyton

rubrum e Trichophyton interdigitale.

5.2. MATERIAIS E METODOS
5.2.1. Generalidades

O ensaio de avaliacdo da atividade fungicida dos compostos 1, 2, 3 6a-6k e
7a-7k foram realizados pelo Dr. Daniel de Assis Santos do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os micro-organismos utilizados séo linhagens de referéncia de leveduras e
fungos filamentosos pertencentes a Colecdo de Culturas do Laboratério de
Micologia do Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG. As leveduras
utiizadas foram Candida albicans SC5314, Candida glabrata ATCC 2001,
Candida parapsilosis ATCC 20019, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans
H99 e Cryptococcus gattii R265. As linhagens de fungos filamentosos utilizadas
foram Trichophyton rubrum ATCC 28189 e Trichophyton interdigitale ATCC 9533.
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Os micro-organismos foram crescidos previamente a cada ensaio. As
leveduras foram semeadas em placas de Petri contendo Agar Sabouraud
Dextrose (ASD, Acumedia, Sdo Paulo, Brasil) e incubadas a 37 °C por 48 horas.
Os fungos filamentosos, por sua vez, foram cultivados em placas em Petri
contendo Agar Batata Dextrose (ABD, Acumedia) que foram incubadas a 28 °C

por 7 dias.

5.2.2. Avaliacéo da atividade antifungica dos compostos

A avaliacdo da sensibilidade dos micro-organismos frente aos compostos
6a-6k e 7a-7k foi realizada por meio do método de microdiluicho em caldo
proposto pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Os ensaios
foram realizados com base nos documentos M38-A2 e M27-A3 para fungos

filamentosos e leveduras, respectivamente (CLSI, 2008b; CLSI, 2008a).
5.2.3. Diluicdo dos compostos

Inicialmente, foram preparadas solu¢des-estoque na concentragcédo de 2000
ug mL™ de cada um dos compostos em DMSO. Posteriormente, foram realizadas
diluicdes seriadas em meio sintético RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
tamponado para pH 7,0 com &cido morfolino-propano-sulfénico (MOPS, Sigma-
Aldrich) 0,165 pymol L™ de forma que, ao final, fossem obtidas concentracdes dos
compostos que variassem de 512,0 a 8,0 ug mL™®. No ensaio com fungos
filamentosos, o meio RPMI 1640 foi suplementado com 2% m v* de glicose (CLSI,
2008b).

Na sequéncia, aliquotas de 100 pL de cada diluicdo seriada foram
distribuidas nos orificios de placas de microdiluicdo de 96 pocos de fundo chato.

O experimento foi realizado em duplicata.
5.2.4. PREPARO DO INOCULO
Leveduras

O in6culo fangico de leveduras foi preparado a partir de culturas de C.
albicans SC5314, C. glabrata ATCC 2001, C. parapsilosis ATCC 20019, C.
tropicalis, Cryptococcus neoformans H99 e C. gattii R265 previamente incubadas

a 37 °C, por 48 horas em placas de Petri contendo ASD. Para cada micro-
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organismo, a massa de células foi recolhida assepticamente e suspensa em tubos
contendo 5 mL de solugdo salina estéril (0,85% m v'). Apés homogeneizacéo em
vortex, a transmitancia foi medida em espectofotémetro a 530 nm, sendo ajustada
para 75% a 77%, o que corresponde a uma suspensdo de 1 x 10° a 5 x 10°
células mL™.

A suspenséo obtida foi homogeneizada em vortex durante 15 segundos e
diluida em meio RPMI 1640 nas proporcdes 1:50 e em seguida 1:20. Aliquotas de
100 pL do inb6culo foram dispensadas em placas contendo os compostos,
resultando em uma concentracdo de 5 x 10? a 2,5 x 10° células mL™* (CLSI,

2008a). As placas foram incubadas a 37 °C por 72 horas.
Fungos filamentosos

O inéculo fungico de fungos filamentosos foi preparado a partir de culturas
de T. rubrum ATCC 28189 e T. interdigitale ATCC 9533 incubadas a 28 °C, por 7
dias em tubos contendo ABD inclinado para a producéo de conidios. As col6nias
de fungos foram cobertas com 5 mL de solucdo salina estéril (0,85% m v™)
acrescida de 1% de Tween 80 para obtencao de uma suspenséo. A suspenséo foi
homogeneizada em vortex e a mistura de fragmentos de conidios e hifas filtrada
em filtro (tamanho dos poros: 14 pm), que reteve os fragmentos de hifas e
permitiu apenas a passagem de conidios. As densidades das suspensfes foram
ajustadas em espectrofotdmetro a 520 nm e uma transmitancia de 70 a 72%, a
qual corresponde & concentracgéo de 2 X 10° a 4 X 10° conidios mL™ (SANTOS e
HAMDAN, 2005).

A suspenséao-padréo fungica foi homogeneizada durante 15 segundos em
vortex, diluida na proporgdo 1:50 com o meio RPMI 1640, para se obter o in6culo
2X concentrado (4 x 10* a 8 x 10* UFC mL™). O in6culo (2X) foi diluido a 1:1
quando inoculados, chegando-se a concentracdo final desejada (2 x 10* a 4 x 10*
UFC mL™%). Aliquotas de 100 pL do inéculo foram dispensadas em placas

contendo os compostos. As placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias.
5.2.5. Leitura e interpretacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A leitura foi realizada pela observacgao visual da inibicdo de crescimento em
cada poco e comparada com o crescimento observado no po¢o do controle

positivo (inéculo fungico na auséncia do antifugico ou dos compostos testados)
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(CLSI, 2008a). Além disso, um controle de esterilidade do meio RPMI 1640 foi
incluido em cada placa.

Para os compostos, a concentracao inibitéria minima (CIM) foi considerada
a menor concentragao que inibiu 100% do crescimento microbiano apds o tempo
de incubac&o. Como controle positivo de inibicdo de crescimento foi utilizado o
antifangico itraconazol (Sigma-Aldrich) para os fungos filamentosos e a
anfotericina B (Sigma-Aldrich) para as leveduras. Os antifungicos foram diluidos
em concentracdes seriadas que variaram entre 2 e 0,03 ug mL™. Para o
itraconazol, a CIM foi considerada como sendo a menor concentracdo capaz de
inibir 50% do crescimento fungico. Ja para a anfotericina B, a CIM foi considerada
como a menor concentracdo capaz de inibir 100% desse crescimento (CLSI,
2008a).

5.2.6. Determinacdo da concentracao fungicida minima (CFM)

Apos a determinacdo da CIM dos compostos frente as linhagens fangicas
testadas, foi determinada a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
fungico. Para tanto, aliquotas de 50 pL foram removidas dos pog¢os onde nao
houve crescimento visivel e subcultivadas em ABD para fungos filamentosos ou
ASD para leveduras. A incubacao das placas contendo leveduras se deu a 37 °C
por 48 horas, enquanto a placas contendo fungos filamentosos foram incubadas a
28 °C por 7 dias. (OBANDO et al., 2009). As amostras foram semeadas em placas
de Petri em duplicata.

A concentracdo fungicida minima (CFM) foi definida como a menor
concentracdo do composto em que nenhuma coldnia foi observada apds o
periodo de incubacédo (OBANDO et al., 2009).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade fungicida dos compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7k
estdo apresentados na Tabela 5.1 (Concentragdo inibitéria minima (CIM), pg.
170), Tabela 5.2 (Concentragéo fungicida minima (CFM), pg. 171) e Tabela 5.3
(Razéao entre a concentracdo fungicida minima (CFM) e concentracao inibitéria
minima (CIM), pg. 172).
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Tabela 5.1. Concentracao inibitéria minima (CIM) dos compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-

7k frente as linhagens fungicas avaliadas ap0s o tempo de incubacéo.

1

2

3
6a
6b
6C
6d
6e
6f
69
6h
6i
6
6k
7a
7b
7c
7d
7e
7f
79
7h
7i
7j
7k

AMB*

ITZ**

CIM (ug/mL)
cryptococcus  CURTIENS  ohcane  Candida o e Candida L e obrum

gattii R265 HO9 scs314  9labrata 20019 tropicalis 9533 28189
128 64 256 256 256 256 128 128
64 64 256 256 256 256 64 64
64 64 256 256 256 256 64 64
128 64 >512 256 >512 128 64 64
32 64 128 >512 >512 >512 128 128
128 128 >512 >512 >512 >512 128 128
64 64 256 256 256 256 128 128
128 64 >512 >512 >512 >512 128 128
64 64 >512 >512 >512 >512 128 128
128 128 >512 >512 >512 >512 128 128
64 128 >512 >512 >512 >512 128 128
128 128 256 256 256 256 128 128
128 64 >512 >512 >512 >512 128 128
128 128 256 256 256 128 128 128

128 128 >512 >512 >512 >512 128 >512
128 128 256 >512 512 256 128 128
64 64 256 256 256 256 64 64
64 64 256 256 256 256 64 64
64 128 256 256 256 256 64 64
32 64 256 256 256 256 64 64
32 64 256 256 256 256 128 128
64 64 256 256 256 256 64 128
128 64 256 256 256 256 128 64
128 64 128 >512 >512 128 128 128
64 64 256 256 256 128 64 64

0,25 0,50 1,00 1,00 0,50 1,00 - -

- - - - - - 0,25 0,25

*Anfotericina B utilizado como controle positivo para as leveduras.
** [traconazol utilizado como controle positivo para os fungos filamentosos.
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Tabela 5.2. Concentracao fungicida minima (CFM) dos compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-
7k frente as linhagens fungicas avaliadas.

CFM (pg/mL)

cryptococcus  CURTIENS  ohcane  Candida o e Candida L e obrum
gattii R265 HO9 scs314  9labrata 20019 tropicalis 9533 28189
1 128 256 512 256 >512 256 >512 >512
2 64 128 256 256 >512 256 > 256 > 256
3 256 256 256 256 >512 256 > 256 128
6a 256 256 - 256 - 256 > 256 > 256
6b > 128 128 256 - - - >512 >512
6¢C 128 256 - - - - >512 >512
6d 64 256 512 256 512 256 >512 512
6e 256 256 - - - - >512 >512
6f 256 256 - - - - >512 >512
69 256 256 - - - - 512 >512
6h 64 256 - - - - >512 >512
6i 256 256 256 256 >512 256 >512 >512
6j 128 128 - - - - >512 >512
6k 256 256 256 256 >512 256 >512 >512
7a 128 256 - - - - >512 -
7b 128 128 256 - >512 256 >512 >512
7c 64 256 256 256 >512 256 > 256 > 256
7d 64 128 256 256 512 256 > 256 > 256
7e 256 128 256 512 256 256 256 256
7f > 128 256 256 256 >512 256 256 > 256
79 128 128 512 256 >512 512 >512 512
7h 64 256 256 256 512 256 > 256 512
7i 256 256 256 256 >512 256 >512 256
7j 256 128 512 - - 128 >512 >512
7k 256 256 256 256 512 256 > 256 > 256
AMB* 0,25 0,50 1,00 1,00 0,50 1,00 - -
ITZ** - - - - - - 0,25 0,25

*Anfotericina B utilizado como controle positivo para as leveduras.
** [traconazol utilizado como controle positivo para os fungos filamentosos.
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Tabela 5.3. Razdo entre a concentracdo fungicida minima (CFM) e concentracéo
inibitéria minima (CIM) dos compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7k frente as linhagens

fungicas avaliadas.

CFMI/CIM
Cryptococcus Cryptococcus Car_1dida candida Cand_ida_ candida T_richoph_yton Trichophyton
ypto R265 neoformans albicans lab parapsilosis icali interdigitale rubrum
gatti Ho9 scs314  Ylabrata 20019 tropicalis 9533 28189

1 1 4 2 1 >2 1 >4 >4
2 1 2 1 1 >2 1 >4 >4
3 4 4 1 2 >2 1 >4 2

6a 2 4 - 1 - 2 >4 >4
6b >4 2 2 - - - >4 >4
6¢c 1 2 - - - - >4 >4
6d 1 4 2 1 2 1 >4 4

6e 2 4 - - - - >4 >4
6f 4 4 - - - - >4 >4
69 2 2 - - - - 4 >4
6h 1 2 - - - - >4 >4
6i 2 2 1 1 >2 1 >4 >4
6j 1 2 - - - - >4 >4
6k 2 2 1 1 >2 2 >4 >4
7a 1 2 - - - >4 -

b 1 1 1 - >1 1 >4 >4
7c 1 4 1 1 >2 1 >4 >4
7d 1 2 1 1 2 1 >4 >4
7e 4 1 1 2 1 1 4 4

7f >2 4 1 1 >2 1 4 >4
79 4 2 2 1 >2 2 >4 4

7h 1 4 1 1 2 1 >4 4

7i 2 4 1 1 >2 1 >4 4

7j 2 2 4 - - 1 >4 >4
7k 4 4 1 1 2 2 >4 >4

Atividade Fungicida (CFM/CIM < 4)
Atividade Fungistatica (CFM/CIM > 4)

Os compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7k apresentaram, de forma geral,
atividade antifingica em concentracbes inferiores a 512 pg mL™. Para as

linhagens de Candida sp., a CIM variou entre 256 e superior a 512 pg mL™. Para
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Cryptococcus spp., a CIM dos compostos foram inferiores, com concentracfes
variando de 32 a 128 pg mL™. Para os fungos filamentosos, os compostos
apresentaram atividade antifiingica com CIM variando entre 64 e 128 pg mL™
Nenhum dos compostos avaliados apresentou maior efichcia que os farmacos
itraconazol e anfotericina B, empregados como controles positivos nos ensaios de
avaliacao de atividade antifungica.

Uma substancia antifangica pode exercer um efeito fungicida ou
fungistatico de acordo com a sua concentracdo e o tempo de exposi¢cdo ao
microrganismo. Segundo Siddiqui e colaboradores (2013), uma forma de analisar
se a substancia é fungicida ou fungistatica € através do calculo da razéo entre a
CFM e a CIM. Para CFM/CIM > 4 é determinada atividade fungistatica ja para
CFM/CIM < 4 é determinada atividade fungicida. Essa informac¢do € importante
para a analise da viabilidade terapéutica da substancia, visto que individuos
imunocompetentes podem se beneficiar de uma substancia fungistatica para
conseguir tratar a infeccdo, porém, em individuos imunodebilitados, uma
substancia fungicida € a orientacao terapéutica mais eficaz.

A avaliacdo da atividade fungicida ou fungistatica indicou que a maior parte
dos compostos apresentou ac¢éo fungicida para as leveduras testadas, com CFM
variando de 64 a maior que 512 pg mL™. Em contrapartida, a acdo desses
compostos foi fungistatica para os fungos filamentosos, com uma CFM que variou
de 128 e maior que 512 pg mL™.

Em um contexto de avaliacdo da acdo entre as diferentes espécies de
fungo, os resultados mais promissores foram para as linhagens de Cryptococcus
e Trichophyton. Para Cryptococcus spp., esses resultados foram ainda melhores
devido ao fato dos compostos apresentarem agao fungicida.

Um outro aspecto que merece ser destacado € que a juncao da vanilina a
porcdes 1,2,3-triazdlicas resultou, em alguns casos, na obtencdo de derivados
triazolicos que apresentaram melhor eficAcia do que o produto natural. Por
exemplo, na Tabela 5.2 (pg. 171) nota-se que os compostos 6d, 6h, 7c, 7d e 7h
apresentam o dobro da eficacia, comparado a vanilina, contra a espécie
Cryptococcus gattii R265.

Embora os compostos triazélicos avaliados ndo tenham manifestado
elevadas atividades fungicidas os resultados obtidos impulsionam a continuacao

de pesquisas por derivados com maior potencial antifungico.
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CAPITULO 6

AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DOS DERIVADOS DA VANILINA
CONTENDO O NUCLEO 1,2,3-TRIAZOLICO

6.1. INTRODUCAO

A populagdo mundial ira crescer nos proximos 30 anos passando dos
atuais 7,7 bilhdes de seres humanos para 9,7 bilhdes em 2050 (ONU, 2020).
Dentre os varios aspectos relacionados ao crescimento populacional, havera o
aumento da demanda por alimentos e, necessariamente, a produtividade agricola
terd que ser elevada.

O aumento da produtividade agricola ndo se deve apenas a adocdo de
técnicas aprimoradas de cultivo e manejo, mas também ao ascendente uso de
espécies geneticamente modificadas e de defensivos agricolas. Os defensivos
agricolas, também conhecidos como agroquimicos, sdo vitais no controle de
pragas e doencas, estando eles classificados em diferentes classes sendo os
herbicidas, fungicidas, nematicidas e inseticidas 0os mais consumidos no mundo
(BARBOSA, 2004).

A utilizacdo de agroquimicos reduz as perdas causadas por insetos,
plantas daninhas e fungos patogénicos, 0s quais Sao 0S responsaveis pela
reducdo de até 30% do rendimento das culturas agricolas (SHANG et al., 2019).
No entanto, ha problemas relacionados ao uso destes agentes de controle de
pragas como, por exemplo, o aparecimento de resisténcia dos organismos alvos
aos agroquimicos. (VELASCO e CAPANEMA, 2006; BELCHIOR et al., 2014).

Pesquisas no campo da agroguimica vém sendo desenvolvidas para a
obtencdo de novos principios ativos que sejam mais efetivos contra as espécies-
alvo, que causem nenhum ou reduzido impacto ambiental, que apresentem
diferentes mecanismos de acdo, e que sejam empregados em doses cada vez
menores (BARBOSA, 2004; DUKE, 2010). Dentro deste contexto, uma estratégia
que vem sendo utilizada para a obtencdo de novos agroquimicos € a utilizacdo de
produtos naturais, sejam estes empregados diretamente como inseticidas ou
sendo utilizados para o preparado de derivados sintéticos (KARUNAMOORTHI,
2012; KORTBEEK et al., 2019).



177

Uma busca na literatura revelou que ndo ha relatos com respeito ao efeito
inseticida da substancia natural vanilina. No entanto, modificagcdes quimicas em
sua estrutura produziram derivados com grupos isotiazol que apresentaram efeito
sinérgico da atividade inseticida quando misturados a inseticidas comerciais
(POTKIN et al.,, 2009; KLETSKOV et al., 2017). Além disso, a investigacao
conduzida por Kim e colaboradores (2012) mostrou efeito sinérgico de repeléncia
guando a vanilina foi adicionada a diferentes Oleos essenciais. Estes resultados
motivaram a avaliacdo dos efeitos inseticidas dos derivados triazélicos da vanilina
sintetizados neste trabalho contra a espécie de inseto Drosohphila suzukii.

Drosophila suzukii (Figura 6.1) € uma praga originaria do Japao que se
encontra, atualmente, em expansao mundial e uma das poucas espécies de
drosofilideos capazes de perfurar frutos sadios em desenvolvimento.
Popularmente conhecida como drosofila de asa manchada, esta praga apresenta
tamanho médio, comprimento de corpo de 2 a 3 mm, olhos vermelhos e cor
corporal variando entre marrom e amarelo. Os machos sdo reconhecidos pela
presenca de manchas escuras nas asas; ja as fémeas sao identificadas pelo
ovopositor grande e serrilhado (SANTOS, 2014; MELO et al., 2018).

Figura 6.1. Espécie de inseto Drosophila suzukii.

Nos ultimos anos, a praga tem se espalhado por paises da Europa e
América do Norte, provocando danos econdomicos relevantes em diversas
frutiferas, especialmente em morango, cereja, uva, ameixa, caqui, amora,
framboesa, mirtilo (blueberry) e o figo (GOODHUE et al. 2011; ANDREAZZA et
al., 2016; ANDREAZZA et al., 2017; JAPOSHVILI et al., 2018).

No Brasil, o primeiro registro de D. suzukii ocorreu em 2013 no municipio

de Vacaria no Rio Grande do Sul, quando frutos de morangueiro foram
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danificados causando prejuizo de até 30% na producdo. Além do Sul do pais, a
mosca D. suzukii foi encontrada em S&o Paulo nas frutas de mirtilo,
comercializadas em um centro atacadista. Em Minas Gerais e no Rio de Janeiro
foi observada em campos de morango e em um trecho de Mata Atlantica nativa,
respectivamente. Na regido Central, especificamente Brasilia, a espécie foi
localizada em uma reserva natural de cerrado (BENITO et al., 2016; ANDREAZZA
et al., 2017).

Os danos causados pela D. suzukii sdo classificados em primario e
secundério. No primario, as fémeas perfuram a superficie das frutas de casca
fina, depositando os ovos sob a cicatriz da oviposicdo. Em seguida, ocorre o
desenvolvimento larval, as quais se alimentam da polpa do fruto, levando ao
colapso do tecido da fruta. Os danos secundarios podem ocorrer posteriormente
ao dano primario, uma vez que ap6s a formacao de orificios de oviposicdo as
frutas ficam expostas a outros patdgenos, como bactérias, leveduras, fungos,
além de outras espécies de drosofilas e nitidulideos. Assim, os frutos infestados
apresentam danos como orificios e podridées, que impedem a sua
comercializacao e causam prejuizos econdmicos (SANTOS, 2014; ASPLEN et al.,
2015).

Um dos grandes desafios relacionados a busca por inseticidas eficientes
para o combate desta espécie consiste na resisténcia das larvas aos
agroquimicos, uma vez que estdo bem protegidas sob a casca do fruto (CARRAU
et al., 2018). Porém, pesquisas tém sido direcionadas em busca de substancias
bioativas que possam apresentar eficiente atividade inseticida para combater D.
suzukii.

No presente capitulo, sdo descritos os resultados alcancados com respeito
a avaliacdo da atividade inseticida dos derivados triazélicos da vanilina contra a

mosca D. suzukii.

6.2. MATERIAL E METODOS

Para a avaliacédo da atividade inseticida dos compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-
7k contra D. suzuki, realizou-se o bioensaio de ingestao/contato. Inicialmente, os
compostos foram diluidos em &gua destilada (20% m v' de aclcar) e
dimetilsulféxido (5% v v') na concentracdo de 1000 ppm. Como controle positivo
foi utilizado o inseticida comercial imidacloprida na mesma concentracao; como

controle negativo foi utilizada solucdo aquosa 20% m v™* de actcar e 5% v v’ de
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DMSO. Em seguida, um rolete de algodé&o foi colocado em cada frasco de vidro
de 200 mL (n = 4) e embebido com 1,8 mL de cada composto diluido. Cada frasco
foi vedado com uma espuma e recebeu 25 moscas cada. O bioensaio foi
conduzido em condi¢bes controladas de temperatura (25 £ 2 °C), fotoperiodo
(12:12 h claro/escuro) e umidade (55 * 10%). Ap6s 24 h, a mortalidade dos
insetos foi avaliada (insetos que ndo conseguiam se locomover duas vezes a

distancia do proprio corpo apés estimulo foram considerados mortos).

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio de avaliacdo da atividade inseticida dos compostos 1, 2, 3, 6a-6k
e 7a-7k contra D. suzukii foi realizado em quadruplicata e os dados da
porcentagem de mortalidade estdo expressos em meédia. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 6.1 (pg. 180) e Figura 6.2 (pg. 181).
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Tabela 6.1. Mortalidade (%) de adultos de Drosophila suzukii em bioensaio de
ingestao/contato quando expostos aos compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7k por 24h
Mortalidade (%)

Composto Média+EP

6,00 + 4,76

3,08+ 2,14
3 1,79 +1,79
6a 3,65+2,11
6b 0,93+ 0,93
6¢c 1,09 + 1,09
6d 4,00 + 1,63
6e 4,77 + 3,64
6f 2,68 + 2,68
69 1,00 + 1,00
6h 3,09+ 1,93
6i 0,00 + 0,00
6j 1,04 + 1,04
6k 0,96 + 0,96
7a 1,73+ 1,00
7b 3,69 + 2,72
7c 4,67 +0,78
7d 2,63 +1,81
7e 3,76 + 2,24
7f 4,84 + 0,80
79 3,33+1,92
7h 1,46 + 0,85
7i 0,86 + 0,86
7] 5,20 + 2,12

7k 5,97 + 0,69
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Figura 6.2. Mortalidades de adultos de Drosophila suzukii em bioensaio de
ingestao/contato por 24h de exposicdo. Insetos considerados mortos quando nao
conseguiam se locomover duas vezes a distancia do préprio corpo apés estimulo. Os
ensaios foram realizados em quadruplicata. C- = controle negativo (solugdo aquosa
20% m v! de aclicar e 5% v v de DMSO). C+ = controle positivo (imidacloprida).

*Difere do controle negativo pelo teste t-student P<0,05.

Observa-se que os compostos 1, 2, 3, 6a-6k e 7a-7k apresentaram menor
toxicidade para as moscas de D. suzukii em relacdo ao produto comercial
utilizado como controle positivo, imidacloprida. Dos compostos triazélicos
avaliados, 6d, 7c, 7f, 79, 7j e 7k (Figura 6.3) foram os que exibiram maior
potencial inseticida com valores de porcentagem de mortalidade média iguais a
(4,00 + 1,63), (4,67 + 0,78), (4,84 + 0,80), (3,33 £ 1,92), (5,20 £ 2,12) e (5,96 +
0,69), respectivamente. De acordo com os dados, é possivel estabelecer que o
aumento do tamanho do espacador entre o nacleo 1,2,3-triazélico e a porcao
vanilina parece favorecer a atividade biol6gica uma vez que a maioria dos
compostos mais ativos apresentam em sua estrutura o maior espagador (n = 3 na
Figura 6.3).

H N n=1: (6d)R=F
O%\\/N
O; : N n=3: (7c) R=Cl
OCH,3 \_@R (7f) R=Br
(79) R = CH3
(7j) R=0CF;
(Tk)R=H

Figura 6.3. Estruturas dos derivados da vanilina que apresentaram melhores

atividades inseticidas contra D. suzukii.
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A fim de comparar os resultados da atividade inseticida dos derivados
triazolicos da vanilina, é apresentado na Figura 6.4. Os dados obtidos para os 23
compostos triazolicos derivados do eugenol previamente sintetizados (GAZOLLA,
2015). Para o ensaio de avaliacdo da atividade inseticida dessas substancias
derivadas do eugenol foram utilizadas a mesma metodologia e espécie descritas

anteriormente.

100,00 YN A y

i N,
90,00 | | _ 0% ’n \ N
3 N

80,00 | OCH \ ,\’R
70,00 3 n=1: (2) R=H n=3: (1M)R=Cl (20) R=CHs3
' (3) R=1 (12) R =CF3 (21) R=F
< 60,00 ' (4) R=25-dicloro (13) R=Br (22) R=3-bromo |
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Figura 6.4. Mortalidades de adultos de Drosophila suzukii em bioensaio de
ingestao/contato por 24h de exposicéo. Insetos considerados mortos quando n&ao
conseguiam se locomover duas vezes a distancia do proprio corpo apés estimulo.
Os ensaios foram realizados em quadruplicata. C- = controle negativo (solucdo
aquosa 20% m v* de aclcar e 5% v v' de DMSO). C+ = controle positivo

(imidacloprida). *Difere do controle negativo pelo teste t-student P<0,05.

Os resultados de maior percentual de mortalidade observados foram para
0s compostos 2 (11,28+3,92); 7 (12,58+1,77); 10 (10,08+2,37); 13 (9,2+0,98); 19
(7,56+1,52). Dos cinco compostos mais ativos, trés (7, 10 e 13) sdo compostos
bromados. Menciona-se que o derivado da vanilina 7f também possui como
substituinte o elemento bromo. Logo, a presenca do bromo na por¢éo benzilica do
anel triazolico parece potencializar a atividade inseticida. Cumpre ressaltar que o
eugenol € um composto para o qual ha relatos na literatura descrevendo sua acao
inseticida (HUANG et al., 2002; DA SILVA et al., 2020). Assim, buscou-se avaliar
a atividade inseticida de derivados triazolicos do eugenol previamente

sintetizados. Apesar dos resultados nédo terem sido expressivos para ambas as
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séries de derivados triazolicos, de modo geral, as atividades inseticidas obtidas
para os derivados do eugenol foram superiores aquelas apresentadas pelos
derivados da vanilina. E importante ressaltar que nio existem registros na
literatura sobre a avaliagéo inseticida de derivados triazolicos destas substancias
naturais. A partir desses resultados, novas modificagées estruturais podem ser

racionalizadas com a finalidade de obtencéo de moléculas mais ativas.
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CAPITULO 7

SINTESE DE NOVOS DERIVADOS DO EUGENOL CONTENDO O NUCLEO
1,2,3-TRIAZOLICO

7.1. INTRODUCAO

Uma abordagem utilizada no desenvolvimento de novos farmacos e
agroquimicos é a associacao de dois ou mais fragmentos bioativos. Neste caso
cria-se uma nova substancia de estrutura molecular quimica hibrida que pode
apresentar potencializacdo da atividade biologica em relagdo aos fragmentos
isolados (VIEGAS-JUNIOR, C. et al., 2007).

Conforme j4 exposto nos capitulos anteriores, o eugenol e os compostos
contendo o nucleo 1,2,3-triazol (Capitulos 1 e 2), despertam grande interesse
devido as diversas atividades biolégicas que eles apresentam. A unido do eugenol
com grupos 1,2,3-trilazdlicos tém levado a obtencdo de compostos com
significativas atividades citotoxica (GAZOLLA et al., 2018), leishmanicida
(TEIXEIRA et al., 2018) e antiviral (DE OLIVEIRA et al., 2019). Sendo assim, a
associacdo entre estes fragmentos bioativos tém resultado em novas moléculas
hibridas com importantes bioatividades.

Além dos bons resultados encontrados da associacdo eugenol e 1,2,3-
triazol, a inexisténcia de relatos na literatura sobre a modificacdo da porcéao alilica
do eugenol para a obtencdo de derivados contendo grupos 1,2,3-triazélicos
motivam a sintese de novos compostos visando a potencializacdo das atividades
biolégicas.

Neste sentindo, o presente trabalho também objetivou a sintese de uma
azida organica derivada do eugenol e que foi utilizada para a preparacao de 16
derivados 1,2,3-triazélicos inéditos via reagao “click”. Assim, descreve-se neste
capitulo a sintese e a caracterizacdo estrutural desses novos derivados triazélicos
do eugenol.

A analise retrossintética para a preparacdo dos compostos triazolicos €

apresentada no Esquema 7.1 (pg. 187).
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Esquema 7.1. Andlise retrossintética para a preparacdo dos novos derivados

triazolicos do eugenol.

De acordo com a anadlise retrossintética, a etapa chave envolvida na
preparacdo dos compostos 10a-10h corresponderia a reagédo click entre a azida
organica 9 e diferentes alquinos disponiveis comercialmente. A azida seria
preparada a partir da reacédo de abertura do anel de epéxido, enquanto o epéxido
8 seria obtido via reacdo de epoxidacdo do eugenol na presenca do acido m-
cloroperbenzoico (m-CPBA).

Na Figura 7.1. (pg. 188), encontram-se representadas as estruturas dos

compostos sintetizados a partir do eugenol.
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Figura 7.1. Estruturas das substancias 8, 9 e 10a-10h.

7.2. MATERIAIS E METODOS

7.2.1. Generalidades Metodoldgicas

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

As  substancias fenilacetileno,  1-etinil-4-nitrobenzeno,  1-etinil-4-
metoxibenzeno, 1-etinil-4-metilbenzeno, hex-1-ino, 1-etinilcicloexan-1-ol, eugenol,
vanilina, sulfato de cobre pentaidratado, ascorbato de sédio, azida de sédio e
acido m-cloroperbenzéico foram adquiridas comercialmente da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, Estados Unidos) e utilizados sem prévia purificacdo. Cloreto de sédio,
bicarbonato de sédio, carbonato de sodio, cloreto de aménio e sulfito de sodio
foram adquiridos da FMaia (Belo Horizonte, Brasil). Os solventes metanol,
cloroférmio, diclorometano, acetato de etila e hexano foram adquiridos da Exodo
Cientifica (Sumaré, Sdo Paulo, Brasil) e utilizados ap6s destilacdo realizada
através do rotaevaporador.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas sobre aluminio.
Apos a eluigado, as placas de CCD foram observadas sob luz ultravioleta (A = 254
nm) e reveladas com solug¢éo de permanganato de potassio (3 g de KMnQOy, 20 g
de K»,CO3, 5 mL de NaOH 5% m v, 300 mL de 4gua).
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As separacfes em coluna cromatografica foram realizadas utilizando-se
silica-gel (70-230 mesh), como fase estacionaria. Os solventes utilizados como
eluentes foram usados sem prévia purificacao.

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-302 e
nao foram corrigidas.

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos empregando-se a técnica
reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com acessorio
GladiATR na regi&o de 4000 a 500 cm™.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 200 MHz, 400 MHz e 600 MHz) e de carbono (RMN de *3C, 50 MHz, 100 MHz
e 150 MHz) foram obtidos em espectrdmetros BRUKER AVANCE. Foram
utilizados como solventes cloroférmio (CDCI3) e metanol (CD3;OD) deuterados. As
constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).

A numeracdao utilizada nas estruturas dos compostos e nas descricdes dos
dados referentes aos espectros de RMN de *H e *3C ndo estdo necessariamente
relacionadas com aquelas recomendadas pela nomenclatura International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).

7.3. PROCEDIMENTOS SINTETICOS
7.3.1. SINTESE DO EPOXIDO DERIVADO DO EUGENOL

Sintese do (£) 2-metoxi-4-(oxiran-2-ilmetil)fenol (8)

A um baldo de fundo redondo (50 mL) foram adicionados eugenol (2,00 g;
12,2 mmol) e acido m-cloroperbenzéico (5,47 g; 24,4 mmol) dissolvidos em
cloroformio (20,0 mL). A mistura de reacdo foi mantida sob agitacdo e
aguecimento (50 °C) por 24 h. Decorrido este periodo, adicionaram-se 20,0 mL de

solucdo de Na,SO; (20% m v'') e a fase aquosa foi extraida com cloroférmio (3 x
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20,0 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase organica resultante foi
lavada com solucédo de NaHCOs (10% m v)) (2 x 20,0 mL), seca com sulfato de
soédio anidro, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O composto 8 foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato
de etila (2:1 v v'') e obtido com 55% (1,21 g; 6,70 mmol) de rendimento.

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R;= 0,49 (hexano-acetato de etila 2:1 v v'}).

IV (ATR) V ma/cm™ 3399, 3057, 2998, 2933, 2842, 2057, 1733, 1603, 1513,
1462, 1431, 1402, 1367, 1269, 1235, 1200, 1150, 1121, 1030, 927, 822, 791, 732,
627, 561, 432. O espectro é apresentado na Figura 7.2 (pg. 205).

RMN de H (400 MHz, CDCl3) &: 2,56 (dd, 1H, J; = 5,0 Hz e J, = 2,6 Hz, H-9,);
2,80-2,83 (m, 3H, H-7a, H-7b/H-9b); 3,12-3,17 (m, 1H, H-8); 3,90 (s, 3H, OCHy3);
6,75 (dd, 1H, J; =8,0 Hz e J,= 1,8 Hz, H-5); 6,78 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-3); 6,87 (d,
1H, J = 8,0 Hz, H-6). O espectro € apresentado na Figura 7.3 (pg. 206).

RMN de **C (100 MHz, CDCls) &: 38,3 (C-7); 46,7 (C-9); 52,7 (C-8); 55,9 (OCHs3);
111,6 (C-3); 114,3 (C-6); 121,6 (C-5); 129,1 (C-4); 144,4 (C-1); 146,5 (C-2). O
espectro é apresentado na Figura 7.4 (pg. 207).

7.3.2. SINTESE DA AZIDA ORGANICA DERIVADA DO EUGENOL

Sintese do (z) 4-(3-azido-2-hidroxipropil)-2-metoxifenol (9)

A um baldo de fundo redondo (25 mL) foram adicionados (+) 2-metoxi-4-
(oxiran-2-ilmetil)fenol (8) (0,700 g; 3,89 mmol), azida de sédio (1,26 g; 19,4 mmol),
cloreto de aménio (0,520 g; 9,73 mmol) e 8,00 mL de metanol : 4gua (4:1 v v'). A
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mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 18 horas a temperatura de 60 °C e
monitorada por CCD. Terminada a reacdo, adicionaram-se 10,0 mL de agua
destilada. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 30,0 mL), lavada
com solugcdo saturada de NaCl, seca com sulfato de so6dio anidro, filtrada e
concentrada sobre pressado reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1 v v'*). O composto
() 4-(3-azido-2-hidroxipropil)-2-metoxifenol (9) foi obtido com 94% de rendimento
(0,815 g; 3,66 mmol).

Caracteristica: 6leo amarelo.
CCD: R;= 0,33 (hexano-acetato de etila 2:1 v v'}).

IV (ATR) Vma/cm™: 3386, 2957, 2926, 2858, 2097, 1604, 1514, 1462, 1432,
1367, 1269, 1233, 1206, 1152, 1122, 1069, 1032, 927, 858, 814, 795, 741, 633,
557, 451. O espectro € apresentado na Figura 7.5 (pg. 210).

RMN de *H (400 MHz, CDCl3) &: 2,70 (dd, 1H, J; = 13,8 Hz e J, = 7,8 Hz, H-7a);
2,75 (dd, 1H, J; = 13,8 Hz e J, = 5,8 Hz, H-7b); 3,28 (dd, 1H, J; = 12,6 Hz e J, =
6,6 Hz, H-9a); 3,37 (dd, 1H, J; = 12,6 Hz e J, = 3,8 Hz, H-9b); 3,87 (s, 3H, OCHy3);
3,92-3,99 (m, 1H, H-8); 6,69 (dd, 1H, J, =7,8 Hz e J,= 1,8 Hz, H-5); 6,71 (d, 1H, J
= 1,8 Hz, H-3); 6,85 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-6). O espectro é apresentado na Figura
7.6 (pg. 211).

RMN de *3C (100 MHz, CDCls) &: 40,4 (C-7); 55,90 (OCHj3); 55,94 (C-9); 71,7 (C-
8); 111,8 (C-3); 114,6 (C-6); 121,8 (C-5); 128,7 (C-4); 144,5 (C-1); 146,6 (C-2). O
espectro é apresentado na Figura 7.7 (pg. 212).

7.3.3. SINTESE DOS COMPOSTOS TRIAZOLICOS 10a-10h

OH
OCHs
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A um baldo de fundo redondo (25 mL) foram adicionados a azida () 4-(3-
azido-2-hidroxipropil)-2-metoxifenol (9) (1,00 equivalente), o alquino de interesse
(1,00 equivalente), ascorbato de sodio (0,400 equivalente), 2,00 mL de &gua
destilada e 2,00 mL de diclorometano. Em seguida, adicionou-se o0 CuSO,4-5H,0
(0,200 equivalente). A mistura de reacao permaneceu sob agitacdo vigorosa por
30 minutos a temperatura ambiente. ApGs o término da reacdo, determinado via
andlise por CCD, a mistura resultante foi lavada com solucéo saturada de Na,COs3
e a fase agquosa extraida com diclorometano (3 x 20,0 mL). Os extratos organicos
foram reunidos e a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. O material resultante foi purificado por
cromatografia em coluna de silica-gel utilizando-se como eluente uma mistura de
hexano-acetato de etila (1:1 v v'). Os derivados triazélicos, 10a—10h, foram
obtidos com rendimentos 