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RESUMO

A presente tese, intitulada "Sintese, caracterizacdo e avaliacdo antiparasitaria de
novos 1,2,3-triazois”, trata da preparagdo, caracterizacdo e avaliacdo antileishmanial de
compostos organicos contendo um anel triazolico 1,4-dissubstituido, sendo uma cadeia
alquilica na posicdo 1 e diferentes grupos funcionais (epéxido, crotonoila e ésteres) na
posicdo 4 e, também, de seus respectivos sais, nomeados liquidos i6nicos. Ao todo foram
obtidos 37 derivados triazdlicos, sendo 28 inéditos. Para obtencdo dos derivados triazolicos
ndo i0nicos foram utilizadas reacdes “click chemistry”, reacdes de substitui¢cdo bimolecular,
acetilagdo e também esterificacdo. J4 os liquidos idnicos foram sintetizados via reacdes de
N-alquilagdo. As estruturas quimicas dos produtos obtidos foram confirmadas por
espectrometria de massas, ressoniancia magnética nuclear de 'H e de '°C e faixa de fusdo
(quando so6lidos). Os compostos sintetizados foram avaliados em formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis, bem como o efeito téxico em macrdfagos,
consideradas como as principais células hospedeiras deste parasito. Os resultados
demonstraram que, em geral, os liquidos i0nicos apresentaram melhor efeito antileishmanial
e, apesar da toxidez em macréfagos, alguns foram mais efetivos sobre os parasitos do que
para as células hospedeiras. Dentre todos os compostos triazélicos sintetizados, o derivado
TS-2¢ foi o que apresentou os melhores resultados de atividade nos ensaios in vitro,
apresentando valores de Clso de 3,61 uM e 7,61 uM nas formas promastigota e amastigota,
respectivamente. Por esse motivo, foi o escolhido para o desenvolvimento de um breve
experimento in vivo em Leishmania infantum, porém os resultados para essa espécie nao
foram tdo promissores quanto os resultados in vitro em Lesihamnia amazonensis. Estes
estudos confirmam a atividade antileishmanial dos derivados triazolicos, com especial €nfase
nos sais, e estimulam a continuidade da exploracdo do efeito bioldgico desta classe de

moléculas em Leishmania spp.

Palavras-chave: 1,2,3-Triaz6is. Liquidos i0nicos. Atividade antileishmanial.



ABSTRACT

The present thesis, entitled "Synthesis, characterization and antiparasitic evaluation
of new 1,2,3-triazoles", deals with the preparation, characterization and antileishmanial
evaluation of organic compounds containing a 1,4-disubstituted triazolic ring, containing an
alkyl chain in position 1 and different functional groups (epoxide, crotonoyl and esters) in
position 4 and, also, their respective salts, the ionic liquids. In all, 37 triazole derivatives were
obtained, 28 of which were unpublished. To obtain non-ionic triazole derivatives, “click
chemistry” reactions, bimolecular substitution reactions, acetylation and also esterification
were used. lonic liquids were synthesized via N-alkylation reactions. The chemical structures
of the products obtained were confirmed by mass spectrometry, 'H and '*C nuclear magnetic
resonance and fusion range (when solid). The synthesized compounds were evaluated in
promastigote and amastigote forms of Leishmania amazonensis, as well as the toxic effect
on macrophages, considered as the main host cells of this parasite. The results showed that,
in general, ionic liquids had a better antileishmanial effect and, despite the toxicity in
macrophages, some were more effective on parasites than on host cells. Among all the
synthesized triazole compounds, the TS-2c¢ derivative was the one that presented the best
activity results in in vitro tests, with ICso values of 3.61 uM and 761 uM in the promastigote
and amastigote forms, respectively. For this reason, it was chosen for the development of a
brief in vivo experiment in Leishmania infantum, however the results for this species were
not as promising as the in vitro results in Lesihamnia amazonensis. These studies confirm
the antileishmanial activity of triazole derivatives, with a special emphasis on salts, and
encourage further exploration of the biological effect of this class of molecules on

Leishmania spp.

Keywords: 1,2,3-Triazoles. Ionic liquids. Antileishmanial activity.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho trata da obten¢do de candidatos a novas drogas para o tratamento
das leishmanioses. Estas doengas podem acometer tanto os animais quanto os seres humanos,
sdo causadas por diferentes espécies do protozoario Leishmania e transmitidas através da
picada de fémeas de fleobotomineos. Sdo consideradas como uma das mais importantes
doencas tropicais negligenciadas (WHO, 2020). Apesar de afetarem 98 paises, as
leishmanioses ndo despertam muito interesse da industria farmacéutica quando comparada a
outras doengas, como o cancer, por exemplo, pois a grande maioria dos afetados pertence a
populacdo de baixa renda, ou seja, menos favorecida economicamente. Além disso, ndo
existe vacina para estas doencas, os farmacos existentes apresentam problemas de
citotoxicidade e as cepas dos parasitos ja desenvolveram certa resisténcia a alguns fArmacos
(Njogu & Chibale 2013; WHO, 2020).

Pelo exposto, é clara a necessidade de obtencdo de novas drogas para o tratamento
dessas doencas e, neste contexto, nosso grupo de pesquisa decidiu investir na sintese de novos
triazois, pois, uma vez que estes tendem a formar liga¢des de hidrogénio que melhoram sua
solubilidade e favorecem a ligacdo a alvos bioldgicos, além de varias propriedades bioldgicas
ja relatadas (DHEER et al., 2017), se apresentam como promissores novos antiparasitarios.

Assim, novos derivados 1,2,3-triazdis-1,4-dissubstituidos e seus sais foram obtidos
para avaliacdo biologica. Para obten¢@o desses derivados utilizou-se a reacdo do tipo “click”,
que ocorre através de uma reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar entre grupos azido e alcino. Os
sais, por sua vez, foram obtidos por reacdes Sn2 e, também, através de reacdes de N-

alquilacdo utilizando haletos organicos.

1.1 TRIAZOIS

Os triazois pertencem a classe dos azdis e sdo heterociclos de cinco membros, sendo
trés atomos de nitrogénio e dois atomos de carbono (DHEER et al., 2017). Sdo compostos
exclusivamente sintéticos, como todos os azdis, nao existindo indicios da presenca destes

compostos na natureza (figura 1) (MELO et al., 2006).
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Figura 1 - Exemplo de azo6is

HN NH N— Ne
BRSO e T
N ~N <\/NH N_ _N N_ _N
N N N NG NG
H
Pirrol Imidazol 1,2,3-Triazol  1,2,4-Triazol ~ Tetrazol Pentazol

Fonte: Adaptada de Melo et al. (2006).

Como mostrado a seguir, os triazdis podem se apresentar de duas formas isoméricas:
1,2,3-triazdis, chamados vicinais, e 1,2,4-triazdis, que s@o simétricos. Aqueles que nao
possuem substituicdo no atomo de nitrogénio podem se apresentar como trés estruturas
tautoméricas, os vicinais 1H-1,2,3-, 2H-1,2,3- e 4H-1,2,3-triazol e os simétricos 1H-1,2,4-,

4H-1,2,4- e 3H-1,2,4-triazol (figura 2).

Figura 2 - Equilibrio tautomérico em 1,2,3-triazdis e 1,2,4-triazdis.
N —N —N
/ W\ e \ e \
< _N -~ (\ NH T~ ( _N
N N N
H
1,2,3-1H-triazol 1,2,3-2H-triazol 1,2,3-4H-triazol

N HN=— N=—
(N == (v == (.
H

1,2,4-1H-triazol 1,2,4-4H-triazol 1,2,4-3H-triazol

Fonte: Adaptada de Melo et al. (2006).

Atualmente, os 1,2,3-triaz6is vem ganhando destaque em bancos de dados de
pesquisas, sendo a subclasse mais pesquisada dentre os azdis (BOZOROV, ZHAO, AISA,
2019).

Esses nucleos possuem diversas aplicagdes na industria, como agroquimicos,
inibidores de corrosdo, aditivos, quimica supramolecular, corantes, branqueadores
fluorescentes, fotoestabilizadores de polimeros, explosivos, cristais liquidos, quelantes de
metais, dentre outras (TORNGE; CHRISTENSEN; MELDAL, 2002; DHEER et al., 2017).

Alguns farmacos contendo o niicleo triaz6lico disponiveis no mercado sdo Ribavirina®,
tazobactam, cefatrizina, dentre outros (KHARB et al., 2011). Diversos trabalhos foram

descritos na literatura onde compostos triazdlicos apresentaram promissores resultados de

atividade sobre células tumorais, anti-HIV, anti-hipertensivo, antimicrobiano, antioxidante,
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dentre outros (figura 2) (MELO et al., 2006; KHEDAR et al., 2015; DHEER et al., 2017;
BOZOROV; ZHAO; AISA, 2019). Além disso, nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa
publicou alguns trabalhos destacando resultados promissores de propriedades citotoxicas e
antiparasitarias dos triazéis (STROPPA et. al., 2017; SOUZA-FAGUNDES, 2018;
GLANZMANN et. al., 2018) (figura 3).

No que diz respeito a atividade antileishmanial dos derivados 1,2,3-triazélicos, Stroppa
e colaboradores mostraram que o composto dhmtAc apresentou expressivos valores de
atividade nas formas promastigota e amastigota de L. amazonenses (STROPPA, et al., 2017).
Temraz e colaboradores, mostraram que a inser¢ao do anel 1,2,3-triazélico em moléculas de
tiosemicarbazonas levou a otimizacdo da atividade em L. major sem interferéncia no valor
da citotoxicidade (TEMRAZ, et al., 2018). Outro trabalho relatou a significativa atividade de
derivados do eugenol contendo anéis 1,2,3-triazélicos em formas promastigotas e
amastigotas intracelulares em espécies de L. amazonensis (TEIXEIRA et al., 2018) (figura

3).

Figura 3 - Exemplos de aplicacdes de triazdis em farmacos e substanicas bioativas.

/4>N N=

N
N. \
N
N\ N\(Y\N
/
\N/N
o) (CH,)sCOPNh

i i *
Atividade sobre células tumorais* Atividade Anti-HIV

Atividade antileishmanial*

N R R=CHy/COOCH,

Atividade anti-hipertensiva*

= N
HO/\(/+\ N :/OO/\/\(\.NN :

Atividade antileishmanial*

/ CH3COO"
dhmtAc
Atividade antileishmanial*

* Compostos ndo comerciais publicados na literatura com atividades promissoras

Fonte: Adaptada de Dherr et al. (2017).
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Por serem compostos sintéticos, esses podem ser obtidos por diferentes rotas, sejam

elas classicas ou mais recentes.

1.2 REACOES DE ADICAO 1,3-DIPOLAR

Atualmente, diversas metodologias para obtencdo de triazdis vém sendo exploradas
(DHEER et al., 2017), e, um dos métodos mais conhecidos e utilizados é a cicloadi¢ao 1,3-
dipolar entre grupos azidos e alcinos. Inicialmente, Huisgen e colaboradores, em 1967,
realizaram essa reacdo sob altas temperaturas e sem a presenga de catalisador, no intuito de
sintetizar 1,2,3-triaz6is 1,4-dissubstituidos. No entanto, observou-se a formac¢do de mistura

de dois regioisdmeros 1,4 e 1,5-dissubstituidos (HUISGEN, 1963) (esquema 1).

Esquema 1 - Regioisdmeros obtidos via cicloadi¢do térmica [3+2] classica de Huisgen.

R2 R2
1 SNGE
® © N AT
N=N—N—R, + =——R > | N2 4 | N 2
N
Ry 4 N 4
3 3

Fonte: Adaptada de Kolb, et al. (2001).

A cicloadicao 1,3-dipolar ocorre sempre entre dois grupos denominados dipolaréfilo e
1,3-dipolo. Neste trabalho, o 1,3-dipolo utilizado foi o grupo azido e abaixo sdo mostrados
os 1,3-dipolos mais comuns (figura 4). Devido a variacdes de estabilidade dessas substéncias,

em alguns casos essas reagem in situ, em outros, porém, podem ser isoladas.
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos 1,3-dipolos mais comuns.

+ - + - + -
HC=N—CH, HC=N—NH HC=N—0
+ - + - R
H,C=N=N HN=N=N N=N—0
H | T
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H 05
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O~ O~ 270
.~ ~CH, ~,~~NH z
H,C” H,C” o
+ —_
+ o]
_ 0o
LO~NH HN

HN

Fonte: Adaptada de Flemig (2009).

7z

A reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar € um processo concertado, ou seja, nio ha
formacgao de intermediarios, e envolve um estado de transi¢do de seis elétrons formando um
ciclo-aduto quando o sistema 7 do dipolar6filo como o alcino reage com o dipolo como o
grupo azido. Pela Teoria do Orbital Molecular de Fronteira sabe-se que as interacdes mais
importantes ocorrem entre o Orbital Molecular Ocupado de mais Alta Energia (HOMO) de
um reagente e o Orbital Molecular Desocupado de mais Baixa Energia (LUMO) do outro
(figura 5). Por isso, trés tipos de combinacdes podem existir entre esses orbitais: a primeira,
chamada TIPO I, ocorre entre o orbital HOMO do dipolo e o orbital LUMO do dipolaréfilo;
na segunda, TIPO II, a interacdo dominante depende da diferenca de energia entre os pares
de orbitais, uma vez que a energia das combinacdes é muito parecida e ambas as interacoes
sdo possiveis. E, a ultima, TIPO III, acontece entre o orbital LUMO do dipolo e o orbital

HOMO do dipolarofilo (figura 6) (MELO et al., 2006).
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Figura 5 - Representacdo das interacdes dos orbitais de fronteira.

ng 98_5/3

HOMOyipoio - LUMOgipotarcio LUMOgipoto - HOMOgipolarofilo

Fonte: Adaptada de Carey; Sundberg (2007).

Figura 6 - Tipos de interagdes entre os orbitais de fronteira HOMO e LUMO em rea¢des de

cicloadi¢ao 1,3-dipolar.

Energia | Dipolo Dipolardfilo Dipolo  Dipolardfilo E Dipolo  Dipolaréfilo
i l LUMO
LUMO : :
— \  LUMO
Tl LuMo | LumO LUMO | l
E E HOMO
HOMO \ .
oo
Homo | HOmMO  HOMO | HOMO
TIPol | TIPO Il 5 TIPO I

Fonte: Elaborada pela autora.

Sharpless e colaboradores, em 2001, deram inicio ao conceito da “click chemistry”,
cujas reacdes sdo altamente regiosseletivas, apresentando altos rendimentos, gerando
subprodutos mais inofensivos, podendo ser removidos por métodos ndo cromatograficos
(KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001; HIMO et al, 2005; FREITAS et al, 2011;
GLANZMANN et al., 2018). Sharppless e Meldal observaram em trabalhos distintos que a
utilizacdo de sais de cobre (I) como catalisador nesse tipo de reacdo levava a formacado
exclusiva do regioisomero 1,4-dissubstituido (esquema 2) (ROSTOVTSEV et al., 2002;
TORN@E; CHRISTENSEN; MELDAL, 2002). Essa reacdo foi denominada de Copper-
catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC), e pode ser classificada dentro do conceito

de “click”, pois se enquadra em suas caracteristicas (FREITAS et al., 2011).
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Esquema 2 - A reacdo CuAAC “click chemistry”.
Ro
® © Cu(l) N1
=R, + NEN-N-R, —— )I N 2
N
R4 5
Fonte: Adaptado de Freitas et al.(2011).

A presenca dos sais de Cu(I) no meio reacional é a chave para a explicacdo da
regiosseletividade da reacdo. A proposta do ciclo catalitico feita por Sharpless € mostrada na
figura 7. A primeira etapa se da pela formacdo do acetileto de cobre, quando o alcino se
coordena a espécie de Cu(l). Posteriormente, ocorre a complexacdo do nitrogénio
nucleofilico da azida com o cobre. Essa etapa é a responsavel pela regiosseletividade da
reacdo, pois a velocidade de complexacdo da espécie Cu(I) com o nitrogénio nucleofilico é
maior do que a velocidade de adi¢do na tripla ligacdo. Em seguida, o intermediario 3 sofre
uma cicloadi¢do, formando um estado de transicdo de seis membros que, posteriormente,
através da contracdo do anel, fornece o triazol 5. Ao final, fechando o ciclo catalitico, ocorre
aregeneracdo do [LnCu]* e a formacéo do produto 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido, 6 (HIMO
et al., 2005).

Figura 7 - Ciclo catalitico proposto por Sharpless.

R, 6 — 4
= +H* [CuL]* A
H u
N\\N,N\Rz n
.
-H
1
R4 CuL,
4 —
” 5
-7 No N-
- S ’ R
Ri ZScuL, N 2 2 R———cuL,

Fonte: Adaptada de Himo et al. (2005).
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Utilizando os conceitos da “click chemistry” em 2005, Fokin e colaboradores, trocaram
os sais de cobre (I) por complexos de ruténio (II) e obtiveram apenas 1,2,3-triaz6is-1,5-
dissubstituidos, reagdo denominada de Ruthenium-catalyzed azide-alkyne cycloaddition
(RuAAC) (esquema 3) (ZHANG; CHEN; FOKIN; JIA; 2005). Desde entdo, o escopo desta
reacdo vem sendo mais amplamente explorado permitindo a obtencdo de uma vasta gama de
1,2,3-triazdis-1,5-dissusbtituidos diferentemente funcionalizados (JOHANSSON, et.al,
2016).

Esquema 3 - A reacdo RuAAC.

Ry
R [
® o Ru(ll) o
N=EN—N—R, + =——R; ———> | N2
4 N

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2005).

Pelos motivos apresentados anteriormente, e pela CuAAC “click chemistry” ser uma
metodologia amplamente difundida em nosso grupo de pesquisa, ela foi escolhida para
obtencdo dos 1,2,3-triazdis-1,4-dissubstituidos, que serviram como material de partida nesse

trabalho.

1.3 LIQUIDOS IONICOS

Os liquidos i6nicos (LIs) sdo sais orginicos que apresentam ponto de fusdo inferior a
100 °C (BERTHOD, 2018). Sdo, geralmente, compostos de grandes cations organicos
assimétricos e anions inorginicos ou organicos. A interacdo e a estrutura desses ions
determinam as propriedades fisico-quimicas dos LIs (GHANDI, 2014). Dentre essas

propriedades destacam-se:

Ponto de fusdo, ebulicdo e decomposicdo: sao transformacdes que envolvem mudancas de
fase. O ponto de fusdo, em particular, esta diretamente ligado a defini¢ao do que € um liquido
10nico e, por isso, €, se ndo a mais importante, uma das mais importantes propriedades dos
LIs. De maneira geral, os fatores que determinam a influéncia da estrutura dos LIs no ponto

de fusdo estdo relacionados com a efici€ncia na interacao entre as espécies constituintes dos



24

Lls, tais como as ligacdes de hidrogénio e o impedimento estereoquimico (GREAVES;

DRUMMOND, 2008).

Densidade: depende da proximidade dos ions e, portanto, do tamanho e da forma dos ions e

das interacoes ion-ions (GREAVES; DRUMMOND, 2008).

Transigdo vitrea: definida como a transi¢cdo reversivel em materiais amorfos que passam do
estado vitreo para o estado elastomérico (SOUZA; SILVA; AMARAL, 2004). Estudos
mostraram que variagdes nos cations interferem diretamente nos valores de transi¢do vitrea,
como, por exemplo, a diminui¢do do tamanho ou o aumento da assimetria do cition levam a
menores valores dessa propriedade em LIs (HIRAO; SUGIMOTO; OHNO, 2000;
GREAVES et al., 2006).

Estabilidade térmica: os LIs quando submetidos ao aquecimento podem passar pelo ponto
de ebulicdo ou de decomposicio (GREAVES; DRUMOND, 2008). As temperaturas de
decomposicdo de LIs geralmente variam entre 120 e 360 °C. Estudos mostraram que LIs
contendo o anion bis(trifluorometano)sulfonimida sdo os mais termicamente estaveis, em
contraste, os que contém anions carboxilato possuem menor estabilidade (SUSAN et al.,

2003; BICAK, 2005; GREAVES et al., 2000).

Viscosidade: € dependente das interacdes ion-ion, como as interacdes de Van der Waals e
ligacdes de hidrogénio e, de maneira geral, os materiais com maiores interacdes apresentam
viscosidades mais altas. Foi demonstrado que o aumento do comprimento das cadeias
alquilicas aumenta a viscosidade por meio de interacOes mais fortes de Van der Waals
(BONHOTE; DIAS, 1996), enquanto a deslocalizagdo da carga no anion diminui a
viscosidade ao enfraquecer a ligacdo do hidrogénio (BAGNO et al., 2005).

Condutividade ionica: é governada pela mobilidade dos ions que é dependente da
viscosidade, da massa molecular e da densidade. Qualquer associa¢do de ions ira causar uma
diminui¢do da condutividade i6nica. Consequentemente, LIs com cargas mais deslocalizadas
e menos interacdes de ions terdo maiores condutividades (GREAVES; DRUMMOND,
2008).
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Uma vantagem dos liquidos idnicos € que, na maioria das vezes, sdo mais soldveis e
apresentam maior biodisponibilidade do que seus precursores ndo idnicos (EGOROVA;
GORDEEV; ANANIKOV, 2017).

Entre as vérias classes de LIs, os que contém cations N-heterociclicos sdo amplamente
utilizados. Os sais de imidaz6lio (figura 8) representam a subclasse mais proeminente nessa
area, e varios deles estdo comercialmente disponiveis e tém sido amplamente empregados
em dominios como a eletroquimica, onde sdo utilizados como solventes na recuperacdo de
metais, no estudo de oxidacdo de metais e para espectroscopia (BOURBIGOU, et al., 2010).
J4 na area medicinal, estudos mostraram que sais imidazélicos apresentam atividade
antifingica, sobre linhagens de células cancerigenas e atividade bactericida (EGOROVA;

GORDEEV; ANANIKOV, 2017).

Figura 8 - Estrutura geral de sais imidazdlicos e 1,2,3-triazdlicos.

R2
RLN/g,Q,R3 R“\(\N,W
\—=/ x- N=N
/
R X

Fonte: Adaptada de Carmo et al. (2014).

Os sais 1,2,3-triaz6licos (figura 8) foram negligenciados como potenciais LIs por muito
tempo, mesmo que os primeiros exemplos desses sais tenham sido relatados em 1887 por
Zincke e Lawson (ZINCKE; LAWSON, 1887).

Dentre as aplicagdes desses sais, o uso como solvente em diversos tipos de sintese e
catdlise sao as mais comuns. Eles vem sendo amplamente utilizados na area de ci€ncia dos
materiais, como polimeros, na constru¢do de LECs (células eletroquimicas emissoras de luz
poliméricas) (PANOZZO et al., 2002), de nanocompositos (ESTEVES et al., 2004), de
células solares (KAWANO et al.,, 2004) e como filmes de materiais fluorescentes
(KADOKAWA, 2013). Um outro trabalho mostrou o uso desses sais no pré-tratamento do
bagaco de cana (CARMO et al., 2014).

Na 4rea medicinal, a utilizacdo destes sais vem crescendo nos ultimos anos. Shrestha e
Chang relataram a atividade anticancer de sais de andlogos da antraquinona ligados a 1,2,3-
triazois (SHRESTHA; CHANG, 2013). Estudos mostraram que compostos dessa mesma
classe de sais sdo, também, agentes antibacterianos (ZHANG et al., 2011) (FOSSO et al.,

2012). Recentemente, um outro trabalho, apresentado pelo nosso grupo de pesquisa, mostrou
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que esses sais sdo, também, promissores agentes anti-tumorais (SOUZA-FAGUNDES,
2018). A acdo dos sais derivados de 1,2,3-triazdis em Leishmania spp, ainda é uma area
pouco explorada. Somente recentemente nosso grupo de pesquisa publicou um trabalho
mostrando que esses derivados apresentam promissores resultados como antileishmaniais
(STROPPA et al, 2017).

A metodologia mais utilizada para obtencdo dos liquidos idnicos € a reacdo de N-

alquilacdo, que sera melhor explorada mais adiante.
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2  JUSTIFICATIVA

A justificativa para a realizacdo deste trabalho estd baseada no amplo espectro de
aplicacdes biologicas dos triazdis, bem como dos resultados promissores obtidos pelo nosso
grupo de pesquisa com triazois e seus liquidos idnicos na inibi¢do do crescimento de parasitos
Leishmania spp (STROPPA, et al., 2017). A partir desses resultados, foram sintetizados
novos derivados triazdlicos realizando-se modificacdes na cadeia lateral dos triazdis, mais
especificamente funcionalizando-se a hidroxila do grupo hidroximetileno da posi¢cdo 4 do
anel triazélico com grupos crotonoila, epéxido e ésteres (esquema 4). O intuito dessas
modificagdes foi possibilitar um estudo da relacdo estrutura/atividade e analisar como esses
diferentes grupamentos influenciam na atividade dos compostos, uma vez que ji existem
trabalhos na literatura que relatam que a inser¢do de grupos epéxido, bem como de grupo
éster (e esteroides), incrementaram os valores de atividade antileishmanial (HAZRA et al.,

2013; OTERO et al., 2017; GRANATO et al., 2018; KEENSEN et al., 2019).

Esquema 4 - Estratégia de obtenc@o dos novos derivados 1,2,3- triazdis-1,4-dissubstituidos.

Z N =
o7 Ol N " ’ R x
Ry
0
P AN/
= N=N NN
R« R
0 L
)\\O { ,N/M/n LN
N=N
R«

Fonte: Elaborada pela autora.
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3 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos do presente trabalho foram sintetizar e caracterizar novos derivados 1,2,3-
triaz6licos funcionalizados na posi¢ao 4 do anel com grupamentos epoxido, crotonoila e
ésteres, bem como obter seus sais de iodeto e brometo correspondentes. Além disto, avaliar

a atividade antileishmanial e o efeito toxico em células de mamiferos.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Como objetivos especificos do trabalho temos:

a) preparacao de derivados 1,2,3-triaz6licos com hidroxila na cadeia lateral na

posicao 4 do anel e seus sais de iodo e bromo;

R A e T v s
N=N N

n=1,24,8,10 12¢ 14 n=2e8

b) preparacdo de derivados 1,2,3-triazdlicos com epdxido na cadeia lateral na

posicao 4 do anel e seus sais de iodo e bromo;

ofo/\g/:\NlN”Mn ofo/\({\;\l/\wn ofo/\({\g\/\ﬁ/fn

n=1,2,4,8¢e10 n=2e8

¢) preparacdo de derivados 1,2,3-triazélicos com crotonoisl na cadeia lateral na

posicao 4 do anel e seu sal de iodo;

/\)J\OY;N’N/\M” /\)J\O/\({\N/\M

N=N n
/

n=1e8 n=8
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d) preparacdo de derivados 1,2,3-triazélicos com diferentes ésteres na cadeia lateral

na posicdo 4 do anel e seus sais de iodo;

0 i i

)k )ko Z N )ko Z°N
O/\QNM; /\/N(}_TN /\M/n /\@ /M/n
n=810,12e 14 n=8,10,12¢ 14 5 n=8,10,12 e 14

(0] (0]
Br\)LO/\g/:\NN/\M/n Br\)x\o/\é\[\‘%

N=N
n=8 r

e) avaliacdo biologica dos compostos sintetizados na inibi¢ao do crescimento de
parasitos Leishmania spp;
f) avaliacdo da toxicidade dos compostos sintetizados em macrdéfagos peritoneais de

camundongos.
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4 METODOLOGIA

As metodologias utilizadas na obten¢do dos compostos almejados neste trabalho
envolveram: reacdes de substituicdo nucleofilica bimolecular, formacao de 1,2,3- triazdis

1,4-dissubstituidos, reacdes de acetilagdo, esterificacdo e N-alquilacio.

4.1 REACOES DE SUBSTITUICAO NUCLEOFILICA BIMOLECULAR

Essas reacdes ocorrem através da interacdo de duas espécies: um nucledfilo, espécie
que possui um par de elétrons ndo compartilhado; e o substrato, espécie que possui o
chamado grupo abandonador. Ap6s o término da reacio o nucleéfilo tera substituido o grupo
abandonador no substrato. (SOLOMONS; FRYHLE, 2006).

Este tipo de substitui¢do envolve apenas uma etapa, nao havendo assim a formacao de
intermediarios. A reagcdo ocorre através da formacdo de um estado de transicdo, sendo
conhecido como um processo concertado, como mostrado a seguir (esquema 5) (CLAYDEN,

et al., 2001).

Esquema 5 - Proposta de mecanismo de substitui¢do nucleofilica bimolecular.

R
Ry - 0 S o
2 - S 2 .
" _y —— | NuC-X | —— .y
\\/4 ot \R
Rs Rs 3

Nu = nucleéfilo; Y = grupo abandonador

Fonte: Adaptado de Smith (2013).

As azidas utilizadas como materiais de partida neste trabalho, bem como os derivados
1,2,3-triaz6licos contendo os grupos epoxido (T-2) e crotonoila (T-3) e seus sais (TS-2 e TS-
3), foram obtidos através da reacdo nucleofilica bimolecular. No caso das azidas ocorreram

reacOes entre diferentes haletos organicos e azida de sddio (esquema 6).
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Esquema 6 - Obtencdo das azidas.

/Q\/Br NaN3
n EtOH/H,0
n=1 24h
n=2 refluxo
n=4
n=8
n=10
n=12
n=14

e

n

.
5

4 (70%)
8 (85%)

n=10 (81%)
n=12 (78%)
n= 14 (74%)

* sem purificagéo prévia

n
n
n
n

Fonte: Elaborado pela autora.

J& para os derivados 1,2,3-trazdlicos as reagdes foram entre derivados triazélicos

hidroxilados (e seus sais) na posi¢do 4 do anel e epicloridrina ou cloreto de crotonoila

(esquema 7). Para a formacao dos nucledfilos foi utilizado hidréxido de sodio.

Esquema 7 - Obtencdo dos derivados 1,2,3-triazélicos (e seus sais) com epoxido ou

NaOH
= o]
HOM,NAH/ +
N=N n %C‘
T-1lan=1
T1bn=2
T-lcn=4
T1-dn=8
T-1en=10
T-Afn=12
TAgn=14

48h, 40°C

NaOH

n 48h, 40°C

TS-1an =1; R = CH3CH2CH2; X = Br
TS-1bn=2;R=CH3; X =1
TS-1cn=8 R=CH3; X=1

Fonte: Elaborado pela autora.

N(Bu)4Br
_—

N(Bu),Br
—

crotonoila na cadeia lateral.

TS-2b n = 2; R = CH3; X =I (45%)
TS-2c n = 8; R = CH3; X = | (35%)

NaOH

o
o
7 (Bu),Br /\% 7N
ofO/\N(:\’N/\@/ HO/\(\/N/\@/ * /%/U\m — S O/\N(:\N'
n N=N n 48h, 40°C n
- = 9/
T-2an =1 (50%) TAan=1 1:; :1 = 33 Ei%))
T-2b n =2 (55%) T-dn=8 ’
T-2c n =4 (40%)
T-2d n = 8 (58%)
T-2e n =10 (63%)
/\/\N o) NaOH /\)CL
o 0 /\6%, : N(Bu);Br
Of N=N N HO/Y\,NAH/ + /\)J\m (B > \ O/\(,\N/\M/n
R | /N; n 48h, 40°C /N;N
TS-2a n = 1; R= CH3CH,CHy; X = Br (39%) Tsen—g TS-3an = 8 (49%)

4.2 FORMACAO DE 1,2,3-TRIAZOIS 1,4-DISSUBSTITUIDOS

Como discutido anteriormente, os 1,2,3-triazéis podem ser obtidos através da reacao

de cicloadicao 1,3-dipolar entre um dipolo e o sistema © de um dipolaréfilo envolvendo um

estado de transicdo de seis elétrons (esquema 8).
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Esquema 8 - Proposta de obten¢do de 1,2,3-triazdis 1,4-dissubstituidos de Sharpless.

_ R~ R
Ri=N3 + ="\ 1N\/§/ 2
R, N=N

Fonte: Adaptado de Kolb, et al. (2001).

Os 1,2,3-triazdis 1,4-dissubstituidos funcionalizados com hidroxila na posi¢ao do 4
do anel (T-1) preparados neste trabalho foram obtidos através da reacdo de cicloadi¢do 1,3-
dipolar entre diferentes azidas alifaticas e dlcool propargilico, utilizando-se sais de cobre

como catalisador e ascorbato de so6dio (esquema 9).

Esquema 9 - Obtengao dos derivados 1,2,3-triazélicos T-1(a-g).

P _ on

3 HO™ &

3 TN M

CuS0,.5H,0 N=N

n=1" CeH706Na T-1an=1(87%)

h=2 96h, t. a. T-1b n= 2 (84%)

n=4 T-1c n=4 (76%)

s T-1d n= 8 (90%)

o T-1e n= 10 (84%)
- T-1f n=12 (81%)

n=12 T-1g n= 14 (78%)

n= 14

* sem purificagédo prévia

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 REACOES DE ACETILACAO

O método mais comum para a introducdo de acetato é a reacdo de um &alcool com
anidrido acético na presenca de piridina. Freqiientemente, a piridina € usada como solvente
e como catalisador da reacdo e as reagdes ocorrem quase quantitativamente (CLAYDEN et
al., 2001). O mecanismo mais conhecido da reacdo de acetilagdo € o mostrado no esquema a

seguir (esquema 10).
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Esquema 10 - Proposta de mecanismo de acetilagdo.

0y o 00 0 .O'Q‘)Ok o
R .
:> AcO
N

Fonte: Adaptado de Clayden et al. (2001).
Todos os compostos da classe T-4 preparados neste trabalho foram obtidos através da
reacdo de acetilacdo entre os compostos da classe T-1 e anidrido acético, na presenca de

piridina (esquema 11).

Esquema 11 - Obtencao dos derivados T-4(a-d).

HOM e Pi, Ac,0

N n ’ 2 )J\

N:N, —_— O/Y\N/\H/n

24h,t. a. Ny
Ij: n” ?0 T-dan=8 (82%)
- T-4b n= 10 (80%)

T4t n=12 T-4c n= 12 (77%
T-1g n= 14 =12 (77%)

T-4d n= 14 (78%)

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 REACOES DE ESTERIFICACAO (ESTERIFICACAO DE STEGLICH)

A reacdo de esterificacdo proposta por Steglich (NEISES; STEGLICH, 1978) é uma
metodologia alternativa a metodologia clissica de obtencdo de ésteres, que envolve a reacio
entre um 4cido carboxilico e um alcool sob catélise dcida e aquecimento, na qual produtos e
reagentes estdo em equilibrio, conhecida como esterifica¢do de Fischer (FISCHER, 2013).

Na esterificacdo de Steglich sdo utilizados um acido carboxilico, um alcool, DCC
(agente ativador) e DMAP (em quantidade catalitica). O uso de DMAP é de suma
importancia para a formacdo eficiente de ésteres, uma vez que o intermediario formado a
partir da reagdo desta base com a O-acilureia atua como reagente de transferéncia acila
(esquema 12).

De acordo com o mecanismo proposto (esquema 12), a primeira etapa consiste numa
reacdo acido-base entre o 4cido carboxilico e o DCC. A seguir, o ataque nucleofilico do
carboxilato ao atomo de carbono central da espécie DCC protonada, leva a formagdo do

mtermediério O-acilureia. Uma vez protonado, este intermediario O-acilureia sofre adi¢ao
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nucleofilica da base DMAP, originando um intermediério transferidor de acila. Nas ultimas
etapas sintéticas ocorrem a liberagdao de DCU e a reagdo do élcool com o referido agente

transferidor de acila, originando, assim, o éster.

Esquema 12 - Proposta de mecanismo da esterificacdo de Steglich.

e ’e £ Q L,

. j\j‘l\ H* \ - )‘\

o T R T S T T

.
- H
LA ; — Ay o L -k
HN™ "0 \S\h4§ )N HNT 07 ONT HNTRO N R7TONTN
\ X \,\T/ SN N
DMAP |
e
0 o R~ o
C)@ l?jﬁ"‘ \() -DMAP/H" I r
"t g@ — T e,
\+/ \ ESTER

Fonte: Adaptado de Valeur et al. (2009).

Os compostos T-5 e T-6 preparados neste trabalho foram obtidos através da reacdo de
esterificacdo de Steglich entre 4cido bromo acético ou 4cido desoxicélico e o composto T-

1d, utilizando-se DCC e DMAP (esquema 13).

Esquema 53 - Sintese dos compostos T-5 e T-6.

DCC

o _omap
HO/T\,N/\M/S N Br\)J\OH CH " \)k /\(\N/\M
ta. 48h T-5 (29%)

N=N

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.5 REACOES DE N-ALQUILACAO

A reacdo de alquilagdo nada mais € do que a introdu¢do de grupos alquil ou aril (-R ou
-Ar) por substituicdo ou adi¢do, em compostos organicos. A N-alquilagdo € a substituicao de
um hidrogénio ligado a um atomo de nitrogénio por algum desses grupos e € um dos
processos mais importantes e amplamente estudado para sintetizar azdis N-substituidos.

Considerando a fraca basicidade de NH-az6is, o método geral para a N-alquilagcao
destes compostos utiliza agentes alquilantes, como haletos de alquila ou sulfonatos de alquila,
uma vez que esses agentes tornam a reagdo altamente regiosseletiva. No caso dos 1,2,3-
triazois 1,4-dissubstituidos que, sdo os compostos tratados neste trabalho, apenas sais 1,2,3-
triazolicos 1,3,4-trissubstituidos serdao formados (esquema 14) (BEGTRUP, 1990; YACOB,
LIEBSCHE, 2011).

Esquema 64 - Reacdo de N-alquilacao.

R2 R1
R2 R 3 7N’
\%\/N, R3X \N(i\'N
N=N MeCN  / =N
R3 X

Fonte: Adaptado de Yacob (2011).

Os sais da classe TS-1, TS-4 bem como os sais TS-5 e TS-6 foram obtidos através de
reacoes de N-alquilacdo entre seus precursores ndo idnicos (T-4(a-h), T-5 e T-6) e

iodometano ou iodopropano, utilizando acetonitrila como solvente (esquema 15).



Esquema 75 - Sintese dos liquidos i6nicos TS-4(a-h), TS-5 e TS-6.

o oSO
= ou HO 7 !\l
Ho/\N(\,N/\M/n _CH4CH,CHoBr_ N=N " T8-1an=1; R = CH3CH2CH2; X = Br (62%)
N MeCN Ry TS-1b n = 2; R= CH3; X = | (75%)
T-1an=1 48h TS-1c n = 8; R = CH3; X = | (90%)
T-1bn=2 refluxo
T1dn=8
CHal
0 ou o)
)]\ CH3CH,CH;l )k
N N & e S c WP S
N=y MeCN N=y
48h R T
T-4an=8 refluxo
T-4b n=10 TS-4an=8;R = CHj; (87%)
T-4c n=12 TS-4b n = 10; R = CHy (75%)
T-4d n= 14 TS-4c n =12; R = CHj (73%)

TS-4d n = 14; R = CHs (87%)

TS-4e n = 8; R = CH3CH,CH, (68%)
TS-4f n = 10; R =CH3CH,CH, (65%)
TS-4g n =12; R = CH3CH,CH, (40%)
TS-4h n = 14; R = CH3CH,CH, (60%)

o)
o
Chil er
Br — 0NN
\)J\o/\fNAM MeCN /\Q AM"
N=N n 48h NN
refluxo r
T5n=8 TS-5n =8 (34%)

CHsl
MeCN
48h
refluxo
HO

Fonte: Elaborado pela autora.

36
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma série de 37 derivados triazélicos foi preparada e caracterizada, sendo 28 inéditos.
Os resultados dos compostos sintetizados se encontram abaixo, com uma discussdo mais

detalhada para os inéditos.

5.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOLICOS
COM HIDROXILA NA CADEIA LATERAL T-1

Para a sintese dos derivados desta classe, inicialmente foram sintetizadas sete azidas,
que sdo intermedidrias das reacdes. Essas azidas foram preparadas a partir da reacdo dos
respectivos haletos organicos com azida de s6dio em uma mistura de etanol e dgua (1:1). A
mistura reacional foi mantida em agitacdo constante em refluxo por 24 horas (REN et al.,
2011). Para as azidas de cadeia curta (3 e 4 atomos de carbonos) ndo houve purificacio
prévia. Ja para as azidas de cadeia longa (6, 10, 12, 14 e 16 d&tomos carbonos) realizou-se a
purificagdo por extracdo liquido-liquido e as azidas foram obtidas como o6leos em

rendimentos que variaram de 70 a 85% (esquema 16).

Esquema 86 - Preparacdo dos derivados T-1(a-g).

NaN
ﬂanr - /Q\/Ns OH Ho/\(\N/\Mxn
EtOH/H,0 n CuS0,4.5H,0 N=N
2; ; 24n n=1 CeH7OgNa T-1an=1 (87%)
o refluxo n=2 96h, t. a. T-1b n=2 (84%)
n= 8 n=4 (70%) T-1c n= 4 (76%)
n=10 n=8 (85%) I—:d n=8 (90%)
- “le n= 10 (849
2:1124 n=10(81%) T 12 (2(31%/;)
) n=12 (78%) T-1g n= 14 (78%)
n= 14 (74%)

* sem purificacdo prévia

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma vez sintetizadas, as azidas foram utilizadas na reagdo “click” na presenca de alcool
propargilico, CuSO4.5H>0 e ascorbato de sddio, utilizando-se como solvente uma mistura de
etanol e 4gua (1:1). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente
durante 96 horas. Apds esse tempo, verificou-se por CCD a formacao dos produtos que foram
obtidos nas formas de Oleos e de s6lidos com rendimentos que variaram entre 76 ¢ 90%

(esquema 17). Todos os compostos foram caracterizados por faixa de fusdo (quando sélidos),
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RMN de 'H e de !3C, e estdo de acordo com a literatura (STROPPA et al., 2017), com excecio
do composto T-1f que € inédito e, por isso, foi utilizado para as discussdes da caracterizagao
espectroscopica.

No espectro de RMN de 'H (figura 9) do composto T-1f observa-se em § 7,57 ppm a
principal evidéncia da obtencdo do composto desejado: um simpleto referente ao hidrogénio
H-3 do anel triazdlico formado. Além deste, observou-se ainda um simpleto em & 4,81 ppm
referente aos hidrogénios metilénicos H-1 vizinhos a hidroxila e sinais entre 6 4,35 ppm e &
0,89 ppm correspondentes aos protons metilénicos (H-4 a H-16) e metilicos (H-17) da por¢ao

alifatica da molécula.

Figura 9 - Espectro de RMN de 'H do composto T-1f (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de '*C (figura 10) do composto T-1f observou-se os dois sinais
referentes aos carbonos do anel triazdlico, C-2 e C-3, que aparecem em 6 147,7 ppm €9
121,6 ppm; dois sinais em 6 56,5 ppm e 6 50,4 ppm referentes aos carbonos C-1 e C-4; sinais
referentes aos carbonos metilénicos C-5 a C-16 na regido entre & 31,9 ppm e & 22,7 ppm,

além de um sinal correspondente ao carbono metilico C-17 em & 14,1 ppm.
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Figura 10 - Espectro de RMN de '*C do composto T-1f (CDCls;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

As faixas de fusio dos derivados solidos desta classe foram também determinadas e

estdo descritas no quadro 1.

Quadro 1 - Faixas de Fusao, estado fisico e rendimentos dos derivados T-1(d-g).

COMPOSTOS F.F (°C) ESTADO RENDIMENTO

FISICO
T-1d 55,2-57,1 Sélido 90%
marrom
T-1e 73,1-74,6 Sélido bege 84%
T-1f 78,0-79,3 Sélido bege 81%
T-1g 87,5-88,1 Sélido bege 78%

F.F= faixa de fusio

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS SAIS DOS DERIVADOS 1,2,3-
TRIAZOLICOS COM HIDROXILA NA CADEIA LATERAL TS-1

Os derivados desta classe foram sintetizados através da reacdo de N-alquilacdo entre
os compostos T-1(a, b e d) com iodometano ou bromopropano utilizando acetonitrila como
solvente. A mistura reacional foi mantida em agitacao constante sob refluxo durante 48 horas
(esquema 17). O acompanhamento da reacdo por CCD, revelou a presenca de um produto
mais polar do que o material de partida. Apds evaporacdo do solvente residual os derivados
TS-1(a-c) foram obtidos na forma de Oleos rendimentos que variaram de 62 a 90%
(YACOB; LIEBSCHER, 2011). Todos os compostos foram caracterizados por RMN de 'H
e de '°C e estdio de acordo com a literatura (STROPPA et al., 2017).

Esquema 17 - Preparacdo dos derivados TS-1(a-c).

N

CHgl

HO/Y\IN/\(\%] CHggl:izCHzBr HO/\(\
N:

N=
N MeCN R N
T1an=1 48h X
T-1bn=2 refluxo
T-1dn=8 TS-1an =1; R=CH3CH2CH2; X = Br (62%)

TS-1b n = 2; R= CH3; X = | (75%)
TS-1cn = 8; R = CH3; X = | (90%)

Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOLICOS
COM EPOXIDO NA CADEIA LATERAL T-2

Os compostos desta classe foram sintetizados através da reag¢ao entre os derivados T-
1(a-e) com epicloridrina. Neste processo, utilizou-se NaOH para desprotonacao da hidroxila
presente nos derivados T-1 e N(Bu)4Br que, geralmente, € utilizado como catalisador de
transferéncia de fase, mas que, nesse caso, auxiliou na homogeneizacao da mistura, uma vez
que a reacdo foi realizada na auséncia de solvente (ZHOU, et al., 2015). A mistura reacional
foi mantida em agitacdo constante a 40 °C durante 48h (esquema 18). O acompanhamento da
reacao por CCD, revelou a presenca de um produto mais apolar do que o material de partida.
Ap0s purificagdo por extracdo liquido-liquido, os derivados T-2(a-e) foram obtidos na forma
de oleos com rendimentos que variaram de 40 a 63%. Todos os compostos foram

caracterizados por RMN de 'H e de '°C e espectrometria de massas.
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Esquema 9 - Preparagdo dos derivados T-2(a-e).

o NaOH

HO N~ N(Bu),Br 07/\0 =
N 48h, 40°C N
~ T-2an=1(50%)
E; n 12 T-2b n= 2 (55%)
Taon-2 T-2¢ n= 4 (40%)

- = 9
TaSn=s T-2d n= 8 (58%)

o = 0
Te =2 T-2e n= 10 (63%)

Fonte: Elaborado pela autora.

Devido a semelhanca estrutural, escolheu-se o composto T-2b para a discussdo da
caracterizacdo espectroscopica desses derivados.

No espectro de RMN de 'H (figura 11) do composto T-2b observa-se em & 7,56 ppm
um simpleto referente ao hidrogénio do anel triazélico H-6. Em 8 4,69 ppm aparecem dois
dupletos com J = 12 Hz referentes aos hidrogénios diasterotdpicos H-4/H-4’ e, em & 4,34
ppm, aparece um tripleto com J = 7,3 Hz referente aos hidrogénios H-7. Na regido entre 5
3,84 ppm e & 2,61 ppm aparecem cinco sinais que também sao indicativos de que o produto
almejado foi obtido: dois duplos dupletos, sendo um em & 3,84 ppm comJ = 3,0 Hze J =
11,5 Hz e outro em 6 3,44 ppm com J = 6,0 Hz e J = 11,5 Hz, referentes aos hidrogénios
diasterotopicos H-3’ e H-3 respectivamente; um multipleto em 6 3,17 ppm referente a H-2;
um tripleto em & 2,79 com J = 4,8 Hz; e um duplo dupleto em 8 2,61 comJ =3,0Hze J =
5,0 Hz referentes aos hidrogénios diasterotopicos H-1" e H-1 respectivamente. Além destes,
observou-se, ainda, sinais entre & 1,87 ppm e & 0,94 ppm correspondentes aos prétons

metilénicos (H-8 e H-9) e metilicos (H-10) da porc¢ao alifatica da molécula.



42

Figura 11 - Espectro de RMN de 'H do composto T-2b (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de '*C (figura 12) do composto T-2b observou-se os dois sinais
referentes ao anel triazélico C-5 e C-6 que aparecem em 6 144,7 e 6 122,4 ppm; cinco sinais
entre 8 71,1 ppm e 6 44,3 ppm referentes aos carbonos C-3, C-4, C-7, C-2 e C-1; dois sinais
referentes aos carbonos metilénicos C-8 e C-9 em 6 32,2 ppme 6 19,7 ppm além de um sinal

correspondente ao carbono metilico C-10 em & 13,4 ppm.
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Figura 12 - Espectro de RMN de '°C do composto T-2b (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para a total elucidacao da estrutura do composto T-2b foi utilizada a técnica 2D HSQC,
que correlaciona 'Jcy. Uma vez que o composto possui apenas um dtomo de carbono nio
hidrogenado (C-5), ndo foi necessaria a utiliza¢ao da técnica HMBC.

Através do mapa de contornos HSQC (figura 13) foi possivel confirmar a proposta

inicial de atribuicdo dos sinais no espectro de RMN de *C.
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Figura 13 - Mapa de contornos HSQC do composto T-2b (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de massas MALDI-TOF (figura 14) do composto T-2b observou-se um
pico correspondente a [M+H]" (CioHi7N302) em m/z 212,2684 (calculado m/z 212,2688),

confirmando assim a massa molar do derivado.
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Figura 14 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do composto T-2b.

Sint

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS SAIS DOS DERIVADOS 1,2,3-
TRIAZOLICOS COM EPOXIDO NA CADEIA LATERAL

Assim como os derivados T-2, os compostos desta classe (TS-2) também foram
sintetizados através de reacdo Sn2 entre os sais TS-1 e epicloridrina, na presenca de NaOH,
N(Bu)4Br e auséncia de solvente (esquema 19). Essa metodologia foi utilizada, uma vez que
a reacdo de N-alquilagdo nio se mostrou eficiente para esses derivados. A mistura reacional
foi mantida em agitacdo constante a 40 °C durante 48h. Apés purificagdo por extracio
liquido-liquido, os derivados TS-2(a-c¢) foram obtidos na forma de 6leos com rendimentos
que variaram de 35 a 45%. Todos os compostos foram caracterizados por RMN de 'H e de

13C e espectrometria de massas.

Esquema 10 - Preparacdo dos derivados TS-2(a-c).

NaOH

L e Nw
N=N n 48h, 4o°c

R x
TS-1an = 1; R = CH3CH2CH2; X = Br TS-2a n = 1; R= CH3CH,CHy; X = Br (39%)
TS-1bn=2;R=CH3; X = TS-2b n = 2; R = CH3; X =I (45%)
TS-1cn=8;R=CH3; X =1 TS-2c n = 8; R = CH3; X = | (35%)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Devido a semelhanca estrutural, escolheu-se o composto TS-2b para a discussdo da
caracterizacdo espectroscopica desses derivados.

No espectro de RMN de 'H (figura 15) do composto TS-2b observa-se em § 9,19 ppm
um simpleto referente ao hidrogénio do anel triazolico H-6. Em & 5,04 ppm aparece um
dupleto com J = 13,0 Hz referente aos hidrogénios diasterotdpicos H-4 e H-4’ e, em 6 4,67
ppm, aparece um tripleto com J = 7,3 Hz referente aos hidrogénios H-7. Em & 4,37 ppm
aparece um simpleto referente aos hidrogénios metilicos do sal H-11. Na regido entre 6 4,07
ppm e 3 2,64 ppm aparecem cinco sinais que sdo indicativos de que o produto almejado foi
obtido: dois duplos dupletos, sendo um em 6 4,07 ppmcom J = 2,3 Hze J = 11,8 Hz e outro
em 6 3,47 ppmcomJ = 6,8 Hze J = 11,8 Hz, referentes aos hidrogénios diasterotopicos H-
3’ e H-3 respectivamente; um multipleto em 6 3,17 ppm referente a H-2; um tripleto em &
2,78 ppm com J = 4,5 Hz; e um duplo dupleto em 6 2,64 ppm com J =2,8 Hze J = 4,8 Hz
referentes aos hidrogénios diasterotopicos H-1° e H-1, respectivamente. Além destes,
observou-se, ainda, sinais entre & 1,99 ppm e & 0,94 ppm correspondentes aos hidrogénios

metilénicos (H-8 e H-9) e metilicos (H-10) da porc¢ao alifatica da molécula.

Figura 15 - Espectro de RMN de 'H do composto TS-2b (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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No espectro de RMN de *C (figura 16) do composto TS-2b observou-se os dois sinais
referentes ao anel triazolico C-5 e C-6 que aparecem em 6 140,3 ppm e 6 130,6 ppm; cinco
sinais entre 6 72,4 ppm e 6 44,3 ppm referentes aos carbonos C-3, C-4, C-7, C-2 ¢ C-1; um
sinal referente ao carbono metilico do sal C-11 em & 39,5 ppm; dois sinais referentes aos
carbonos metilénicos C-8 e C-9 em 6 31,2 ppme 8 19,4 ppm além de um sinal correspondente

ao carbono metilico C-10 em & 13,4 ppm.

Figura 16 - Espectro de RMN de '*C do composto TS-2b (CDCls;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de massas MALDI-TOF (figura 17) do composto TS-2b observou-se um
pico correspondente a [M]* (Ci11H2N302) em m/z 226,2959 (calculado m/z 226,2954),

confirmando assim a massa molar do derivado.
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Figura 17 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do composto TS-2b.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.5 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOLICOS
COM CROTONOILA NA CADEIA LATERAL T-3

Os dois derivados desta classe foram obtidos de forma similar aos derivados T-2,
utilizando-se cloreto de crotonoila em substituicdo a epicloridrina. Também utilizou-se
NaOH para desprotonacao da hidroxila presente nos derivados T-1 e N(Bu)4Br, uma vez que
a reacdo também foi realizada na auséncia de solvente. A mistura reacional foi mantida em
agitacdo constante a 40 °C durante 48 h (esquema 20). Apds purificagdo por extracdo liquido-
liquido, os derivados T-3(a-b) foram obtidos na forma de 6leos com rendimentos de 38 e

44%, respectivamente. Os dois compostos foram caracterizados por RMN de 'H e de *C.

Esquema 20 - Preparacdo dos derivados T-3(a-b).

0 NaOH o
HOOOSP WA, s Newsr | MOM
NN 48h, 40°C N N
, =N
T-1an=1
T-1dn=8 T-3an=1(38%)

T-3b n=8 (44%)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Devido a semelhanca estrutural, escolheu-se o composto T-3b para a discussdo da
caracterizacdo espectroscopica desses derivados.

No espectro de RMN de 'H (figura 18) do composto T-3b observa-se em & 7,64 ppm
um simpleto referente ao hidrogénio H-7 do anel triaz6lico. Em & 7,10 ppm aparece um
multipleto referente a H-2 e em & 5,88 ppm aparece um dupleto com J = 15,5 Hz referente
ao hidrogénio H-3, o que comprova uma geometria trans na dupla ligacdo. Em 6 5,32 ppm
observa-se um simpleto referente a H-5 e em & 4,35 ppm um tripleto com J = 7,3 Hz referente
a H-8. Além destes, observou-se ainda sinais entre 6 1,94 ppm e 4 0,89 ppm correspondentes
aos hidrogénios metilénicos (H-9 a H-16) e metilicos (H-1 e H-17) da porcao alifatica da

molécula.

Figura 18 - Espectro de RMN de 'H do composto T-3b (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de *C (figura 19) do composto T-3b observou-se o sinal referente
a carbonila, C-4, em 6 166,4 ppm; um sinal em 6 147,3 ppm referente a C-2; os dois sinais
referentes ao anel triazdlico C-6 e C-7 que aparecem em & 145,7 ppm e 8 122,2 ppm; em
0 122,1 ppm aparece o sinal referente a C-3. Na regido entre 8 57,4 ppme 3 14,1 ppm
aparecem os sinais referentes aos carbonos metilénicos C-5, C-8 a C-16 e aos carbonos

metilicos C-1 e C-17.
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Figura 19 - Espectro de RMN de '°C do composto T-3b (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.6 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO SAL 1,2,3-TRIAZOLICO COM
CROTONOILA NA CADEIA LATERAL TS-3

Este composto foi obtido utilizando-se a mesma metodologia descrita para os derivados
TS-2, substituindo-se, novamente, a epicloridrina por cloreto de crotonoila. Novamente para
este composto a rea¢do de N-alquilacdo ndo funcionou, sendo observada a degradag¢do do
material de partida ao invés da obtencdo do composto almejado e por isso utilizou-se a
metodologia de Sn2. A mistura reacional foi mantida em agitacdo constante a 40 °C durante
48h (esquema 21). ApOs purificagdo por extracdo liquido-liquido, o derivado TS-3a foi
obtido na forma de 6leo com rendimento de 49%. O composto foi caracterizado por RMN de

'H e de °C.
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Esquema 11 - Preparacdo do derivado TS-3a.

NaOH

TRy o e e Koty
48h, 40°C NN

|- I
TSdcn=8 TS-3an =8 (49%)

Fonte: Elaborado pela autora.

No espectro de RMN de 'H (figura 20) do composto TS-3a observa-se em § 9,09 ppm
um simpleto referente ao hidrogénio do anel triazélico H-7. Em & 7,09 ppm aparece um
multipleto referente a H-2 e em & 5,87 ppm aparece um multipleto referente ao hidrogénio
H-3. Em 6 5,57 ppm observa-se um simpleto referente a H-5 e em 6 4,70 ppm um tripleto
comJ = 7,4 Hz referente a H-8, em 6 4,47 ppm um simpleto referente aos hidrogénios do sal
H-18. Além destes, observou-se ainda sinais entre 6 2,07 ppm e 6 0,89 ppm correspondentes
aos hidrogénios metilénicos (H-9 a H-16) e metilicos (H-1 e H-17) da porcao alifatica da

molécula.

Figura 20 - Espectro de RMN de 'H do composto TS-3a (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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No espectro de RMN de '3C (figura 21) do composto TS-3a observou-se o sinal
referente a carbonila, C-4, em & 165,5 ppm; um sinal em & 148,5 ppm referente a C-2; os dois
sinais  referentes ao anel triaz6lico C-6 e C-7 que aparecem em
5 146,8 ppme 8 131,6 ppm; em 6 120,7 ppm aparece o sinal referente a C-3. Observa-se,
ainda, dois sinais em 6 54,7 ppm e & 53,7 ppm correspondentes a C-5 e C-8. Em & 39,2
aparece o sinal referente ao carbono C-18. Naregido entre 3 31,8 ppm e & 14,1 ppm aparecem

os sinais referentes aos carbonos metilénicos C-9 a C-16 e aos carbonos metilicos C-1 e C-

17.

Figura 21 - Espectro de RMN de '*C do composto TS-3a (CDCls, 125 MHz).

]
12067

=
5

148 46

14652

©
O
v

®
Q
o

Cc-3
Cc-18

% ¢ o BT

Fonte: Elaborada pela autora.

Vale ressaltar que apenas o sal de cadeia alquilica maior foi sintetizado, uma vez que
testes anteriores mostraram que sais contendo cadeia laterais curtas ndo apresentaram bons

resultados de atividade antileishmanial (STROPPA et al., 2017).

5.7 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOLICOS
COM ACETILA NA CADEIA LATERAL T-4
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Os derivados desta classe foram obtidos através da reacdo entre os respectivos
derivados 1,2,3-triazdlicos T-1(a-d) com piridina e anidrido acético. A mistura reacional foi
mantida em agitacdo constante a temperatura ambiente durante 24 horas. Apds este intervalo
de tempo verificou-se, por CCD, a formag¢ao de um produto mais apolar do que o material de
partida. Apds purificacdo por extragdo liquido-liquido, os produtos foram obtidos na forma
de sélidos com rendimentos que variaram de 77 a 83% (esquema 22). Todos os compostos

foram caracterizados por faixa de fusdo, RMN de 'Hede ®Ce espectrometria de massas.

Esquema 12 - Preparacdo dos derivados T-4(a-d).

0
HO/Y\ N Pi, Ac,0
N n Y o )k
N=N TN
24h, t. a. Ny
i 8 T-d4an=8 (83%)
_ T-4b n= 10 (80%)
T-1fn=12 T-4c n= 12 (77%
T-1g n= 14 =12(77%)

T-4d n= 14 (78%)

Fonte: Elaborado pela autora.

Devido a semelhanca estrutural, escolheu-se o composto T-4a para a discussdo da
caracterizacdo espectroscopica desses derivados.

No espectro de RMN de 'H (figura 22) do composto T-4a observa-se em & 7,59 ppm
um simpleto referente ao hidrogénio do anel triaz6lico H-5. Em & 5,22 ppm observa-se um
simpleto referente a H-3 que é uma das evidéncias de que a reacio ocorreu, uma vez que esse
sinal é mais desblindado do que o sinal do material de partida (& 4,79 ppm). Observa-se
também um tripleto em & 4,35 ppm com J = 7,0 Hz correspondente a H-6. Uma outra
evidéncia de que a reacdo ocorreu é o simpleto que aparece em & 2,09 ppm referente aos
hidrogénios metilicos H-1 vizinhos a carbonila. Além destes, observou-se ainda sinais entre
o 1,91 ppm e & 0,88 ppm correspondentes aos hidrogénios metilénicos (H-7 a H-14) e

metilicos (H-15) da porcao alifatica da molécula.
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Figura 22 - Espectro de RMN de 'H do composto T4-a (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de *C (figura 23) do composto T4-a observou-se o sinal referente
ao carbono da carbonila C-2 em & 170,9 ppm; os dois sinais referentes ao anel triazdlico, C-
4 e C-5, que aparecem em & 142,8 ppm e & 123,5 ppm; dois sinais em 8 57,7 ppm e & 50,4
ppm referentes aos carbonos C-3 e C-6; sinais referentes aos carbonos metilénicos C-7 a C-
14 na regido entre 6 31,8 ppm e & 22,7 ppm, além de dois sinais em & 20,9 ppm e 3§ 14,1 ppm

referentes aos carbonos metilicos C-1 e C-15.
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Figura 23 - Espectro de RMN de '*C do composto T4-a (CDCls;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de massas MALDI-TOF (figura 24), do composto T-4a, observou-se um
pico correspondente a [M]* (CisH27N302) em m/z 281,3954 (calculado m/z 281,3938),

confirmando assim a massa molar do derivado.

Figura 24 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do composto T-4a.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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As faixas de fusdo dos derivados s6lidos desta classe foram também determinadas e

estdo descritas no quadro 2.

Quadro 2 - Faixas de Fusdo, estado fisico e rendimento dos derivados T-4(a-d).

T-4a 49,4-50,6 Soélido 83%
marrom

T-4b 61,6-62,5  Sdlido bege 80%

T-4c 66,2-67,8 Soélido T7%
marrom

T-4d 72,1-73,0  Solido bege 78%

Fonte: Elaborado pela autora.

5.8 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS SAIS DOS DERIVADOS 1,2,3-
TRIAZOLICOS COM ACETILA NA CADEIA LATERAL TS-4

Os derivados desta classe foram sintetizados através da reacdo de N-alquilacdo entre
os compostos T-4 com iodometano ou iodopropano utilizando acetonitrila como solvente. A
mistura reacional foi mantida em agitacdo constante sob refluxo durante 48 horas (esquema
23). O acompanhamento da reagao por CCD revelou a presenca de um produto mais polar
do que o material de partida. Apds evaporacdo do solvente residual os derivados TS-4(a-d)
foram obtidos na forma de soélidos, e os derivados TS-4(e-h) na forma de 6leos com
rendimentos que variaram de 40 a 87%. Os compostos foram caracterizados por faixa de

fusdo (quando sélidos), RMN de 'H, de '*C e espectrometria de massas.
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Esquema 13 - Preparacdo dos derivados TS-4(a-h).

CHjl
j.]\ ou 0]
CH3CH,CHGyl
Pty D, Ko
N:Nl acetonitrila ,N:N/

48h R |-
T-4an=8 (82%) refluxo
T-4b n= 10 (80%) TS-4an=28;R=CH; (87%)
T-4c n=12 (77%) TS-4b n = 10; R = CH3 (75%)
T-4d n= 14 (78%) TS-4c n =12; R = CH3 (73%)

TS-4d n = 14; R = CHj; (87%)

TS-4e n = 8; R = CH3CH,CH, (68%)
TS-4f n = 10; R =CH;CH,CH, (65%)
TS-4g n =12; R = CH3CH,CH, (40%)
TS-4h n = 14; R = CH3CH,CH, (60%)

Fonte: Elaborado pela autora.

Devido a semelhanca estrutural, escolheu-se os compostos TS-4a e TS-4e para a
discussao da caracterizagdo espectroscopica desses derivados.

No espectro de RMN de 'H (figura 25) do composto TS-4a observa-se em & 9,33 ppm
um simpleto referente ao hidrogénio do anel triazélico que se encontra desblindado em
relacdo ao sinal do material de partida (& 7,59 ppm), primeira evidéncia de que a reagao
ocorreu. Em & 5,55 ppm observa-se um simpleto referente a H-3 e em 6 4,71 ppm um tripleto
com J= 7,5 Hz correspondente a H-6. Uma outra evidéncia de que a rea¢do ocorreu é o
simpleto que aparece em & 4,48 ppm referente aos hidrogénios metilicos H-16. Além destes,
observou-se ainda o sinal dos hidrogénios metilicos H-1 em & 2,16 ppm e sinais entre 4 2,05
ppm e 3 0,88 ppm correspondentes aos hidrogénios metilénicos (H-7 a H-14) e metilicos (H-

15) da porgao alifatica da molécula.
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Figura 25 - Espectro de RMN de 'H do composto TS-4a (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de '*C (figura 26) do composto TS-4a observou-se o sinal
referente ao carbono da carbonila C-2 em & 170,2 ppm; os dois sinais referentes ao anel
triaz6lico, C-4 e C-5, que aparecem em 6 139,1 e 8 131,6 ppm; dois sinais em & 54,6 ppm e &
54,3 ppm referentes aos carbonos C-3 e C-6; um sinal em 6 39,8 ppm, principal evidéncia de
que a reacao ocorreu, correspondente ao carbono metilico C-16. Observou-se ainda os sinais
referentes aos carbonos metilénicos C-7 a C-14 na regido entre & 31,8 ppm e 6 22,7 ppm,
além de dois sinais em 6 20,7 ppm e 6 14,1 ppm referentes aos carbonos metilicos C-1 e C-

15.
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Figura 26 - Espectro de RMN de *C do composto TS-4a (CDCl;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de massas MALDI-TOF (figura 27) do composto TS-4a observou-se um
pico correspondente a [M]* (CigH30N302) em m/z 296,4266 (calculado m/z 296,4283),

confirmando assim a massa molar do derivado.

Figura 27 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do composto TS-4a.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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J4 para o composto TS-4e (figura 28) observa-se também o sinal do anel triazdlico
desblindado em relac@o a seu precursor (T-4a) em 6 9,43 que também evidencia a formagado
do composto. Em 8 5,54 ppm observa-se um simpleto referente a H-3 e dois tripletos em 3
4,76 ppm com J= 7,5 Hz & e em 4,66 ppm com J= 7,3 Hz correspondentes a H-16 e H-6,
respectivamente. O aparecimento do tripleto referente a H-16 também € outra evidéncia de
que a reagdo ocorreu. Além destes, observou-se ainda o sinal dos hidrogénios metilicos H-1
em & 2,16 ppm e sinais entre 3 2,09 ppm e & 0,87 ppm correspondentes aos hidrogénios

metilénicos (H-7 a H-14 e H-17) e metilicos (H-15 e H-18) da por¢ao alifatica da molécula.

Figura 28 - Espectro de RMN de 'H do composto TS-4e (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de *C (figura 29) do composto TS-4e observou-se o sinal
referente ao carbono da carbonila C-2 em ¢ 170,0 ppm; os dois sinais referentes ao anel
triazolico, C-4 e C-5, que aparecem em 6 138,6 e 6 131,8 ppm; trés sinais em & 54,7 ppm, &
54,4 ppm e 6 53,9 ppm referentes aos carbonos C-3, C-6 e C-16. Observou-se ainda os sinais
referentes aos carbonos metilénicos C-7 a C-14 e C-17 na regido entre 6 31,8 ppme & 22,5

ppm, além de trés sinais em & 20,8 ppm e 6 14,1 ppm e & 10,9 ppm referentes aos carbonos

metilicos C-1, C-15 e C-18.
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Figura 29 - Espectro de RMN de '°C do composto TS-4e (CDClz, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de massas MALDI-TOF (figura 30) do composto TS-4a observou-se um
pico correspondente a [M]* (CisH3aN302) em m/z 324,4823 (calculado m/z 324,4809),

confirmando assim a massa molar do derivado.
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Figura 30 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do composto TS-4e.
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340 KTCY 350 a5



62

As faixas de fusdo dos derivados sblidos desta classe foram também determinadas e

estdo descritas na Tabela 3.

Quadro 3 - Faixas de Fusdo, estado fisico e rendimento dos derivados TS-4(a-d).

TS-4a 66,9-68,7 Sdélido 83%
marrom

TS-4b 75,3-76,5 Sélido bege 80%

TS-4c 86,2-88,2 Sélido T7%
amarelo

TS-4d 90,6-92,3 Sélido 78%
marrom

Fonte: Elaborado pela autora.

5.9 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOLICOS
FUNCIONALIZADOS COM ESTERES NA CADEIA LATERAL T-5 e T-6

Esses compostos foram obtidos através da reacdo de esterificacdo de Steglich, entre o
derivado T-1d e 4cido bromo acético (T-5) ou 4cido desoxicdlico (T-6), na presenga de DCC
e DMAP utilizando diclorometano como solvente. A mistura reacional foi mantida em
agitacdo constante em temperatura ambiente durante 48 horas (esquema 24). Apds esse
intervalo de tempo, verificou-se por CCD a possivel formagcdo dos produtos almejados,
porém houve a formacdo de subprodutos. Adicionou-se acetato de etila a mistura reacional
para que houvesse a precipitacio do DCU (um dos subprodutos da reacdo). O DCU foi
filtrado e apds a evaporacdo do solvente os produtos foram obtidos na forma de so6lidos
através de purificacdo por coluna cromatografica em rendimentos iguais a 29% e 33%,
respectivamente. Os compostos foram caracterizados por faixa de fusio, RMN de 'H e de

13C.



No espectro de RMN de 'H (figura 31) do composto T-5 observa-se em & 7,64 ppm um
simpleto referente ao hidrogénio do anel triaz6lico H-5. Em & 5,33 ppm observa-se um
simpleto referente a H-3 e em & 4,36 ppm um tripleto com J= 7,3 Hz correspondente a H-6.
A evidéncia de que a reacdo ocorreu € o simpleto que aparece em & 3,87 ppm referente aos
hidrogénios metilénicos H-1. Além destes, observou-se ainda os sinais entre 6 1,92 ppm e &

0,88 ppm correspondentes aos hidrogénios metilénicos (H-7 a H-14) e metilicos (H-15) da
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Esquema 24 - Preparacdo dos derivados T-5 e T-6.

o DCC [0}
DMAP Br
HOMN% + Br o OMNA&E
N=N CH,Cl, N=N
t.a., 48h T-5 (29%)
T-1d

Fonte: Elaborado pela autora.

porc¢do alifatica da molécula.

Figura 31 - Espectro de RMN de 'H do composto T-5 (CDClz, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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No espectro de RMN de *C (figura 32) do composto T-5 observou-se o sinal referente
ao carbono da carbonila C-2 em & 167,2 ppm; os dois sinais referentes ao anel triazélico, C-
4 e C-5, que aparecem em & 141,9 e 6 123,8 ppm; dois sinais em & 59,3 ppm e 4 50,5 ppm
referentes aos carbonos C-6 e C-3; e ainda os sinais referentes aos carbonos metilénicos C-1
e C-7 a C-14 na regido entre 6 31,8 ppm e 6 22,7 ppm, além do sinal em & 14,1 ppm

referente ao carbonos metilico C-15.

Figura 32 - Espectro de RMN de '*C do composto T-5 (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de 'H (figura 33) do composto T-6, observa-se em 7,53 ppm a
principal evidéncia de que a reacdo ocorreu, um simpleto correspondente ao hidrogénio H-
27 do anel triazolico formado. Observa-se, ainda, um simpleto em 4,83 ppm referente a H-
25, um tripleto em 4,37 com J = 7,5 Hz referente a H-28 e um simpleto alargado em 4,09
correspondente aos hidrogénios das hidroxilas da molécula. Além destes, observou-se quatro
multipletos entre 3,52 ppm e 1,12 ppm, correspondentes aos hidrogénios homotopicos e
diasterotopicos provenientes do acido desoxicOlico bem como os hidrogénios metilénicos da
parte alifatica da molécula e ainda um tripleto em 0,90 ppm com J = 7,0 correspondentes aos

hidrogénios metilicos H-37.
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Figura 33 - Espectro de RMN de 'H do composto T-6 (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de *C (figura 34) do composto T-6 observou-se o sinal referente
ao carbono da carbonila C-24 em § 174,2 ppm; os dois sinais referentes ao anel triazélico, C-
26 e C-27, que aparecem em & 147,7 e & 121,6 ppm; sinais em & 73,2 ppm e & 46,5 ppm
referentes aos carbonos C-3, C-13, C-25 e C-28, C-14, C-15 e C-19. Observou-se, ainda, 0s
sinais referentes aos demais carbonos da por¢ao oriunda do acido desoxicélico bem como
dos carbonos metilénicos da por¢ao alifatica da molécula C-1 a C-12, C-15 aC-23 e C-29 a
C-36 na regido entre 3 31,8 ppm e & 26,5 ppm, além do sinal em 4 & 14,1 ppm referente ao

carbono metilico C-37.
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Figura 34 - Espectro de RMN de '*C do composto T-6 (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.10 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS SAIS DOS DERIVADOS 1,2,3-
TRIAZOLICOS COM ESTER NA CADEIA LATERAL TS-5 ¢ TS-6

Os dois derivados desta classe foram sintetizados através da reacdo de N-alquilagao
entre os compostos T-5 e T-6 com iodometano utilizando acetonitrila como solvente. A
mistura reacional foi mantida em agitacdo constante sob refluxo durante 48 horas (esquema
25). O acompanhamento da reagao por CCD revelou a presenca de um produto mais polar
do que o material de partida. No caso do composto TS-5 observou-se por CCD que ainda
havia material de partida e por isso apOs evaporacdo do solvente residual este foi obtido na
forma de 6leo apds purificacao por coluna cromatogréifica com rendimento igual a 34%. Ja
para o derivado TS-6 a purificac@o por coluna nio foi necessaria e este foi obtido na forma
de um 6leo marrom, com rendimento de 75%. Os compostos foram caracterizados por RMN

de 'H e de 3C.
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Esquema 145 - Preparacdo dos sais TS-5 e TS-6.

o
CHgl Br
Br\)J\O/\(\IN/\M/n 4’MeCN \)J\O/\g{Z\NN/Mn
N=N
re?lir:(o s a0
TS-5n =28 (34%)

O
N=N CHl

MeCN
48h
refluxo

Fonte: Elaborado pela autora.

Como os grupos funcionais dos derivados sdo distintos serdo apresentadas as
caracterizacoes dos dois compostos.

No espectro de RMN de 'H do composto TS-5 (figura 35) observa-se em & 8,88 ppm
um simpleto referente ao hidrogénio do anel triazélico que se encontra desblindado em
relacdo ao sinal do material de partida (8 7,63 ppm), principal evidéncia de que a reacdo
ocorreu. Em & 5,02 ppm observa-se um simpleto referente a H-3 e em 8 4,61 ppm um tripleto
com J= 7,3 Hz correspondente a H-6. Outras evidéncias de que a reagao ocorreu € o simpleto
em 6 4,38 ppm referente aos hidrogénios H-1, mais desblindado do que o sinal do seu
precursor (8 3,38) ppm e o aparecimento de um simpleto em 6 3,50 referente aos hidrogénios
metilicos H-16. Além destes, observou-se ainda sinais entre 3 2,05 ppm e & 0,089 ppm
correspondentes aos hidrogénios metilénicos (H-7 a H-14) e metilicos (H-15) da porcao

alifatica da molécula.
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Figura 35 - Espectro de RMN de 'H do composto TS-5 (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de "*C (figura 36) do composto TS-5 observou-se o sinal referente
ao carbono da carbonila C-2 em & 168,7 ppm; os dois sinais referentes ao anel triazélico, C-
4 e C-5, que aparecem em 6 144,3 e 6 129,9 ppm; dois sinais em & 59,5 ppm e & 52,7 ppm
referentes aos carbonos C-6 e C-3; um sinal em 6 38,2 ppm referente a C-16, que € a principal
evidéncia de formacdo do composto almejado, e ainda os sinais referentes aos carbonos
metilénicos C-1 e C-7 a C-14 na regido entre 3 31,2 ppm e 3 22,7 ppm, além do sinal em §

14,1 ppm referente ao carbonos metilico C-15.
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Figura 36 - Espectro de RMN de '°C do composto TS-5 (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de 'H do composto TS-6 (figura 37) observa-se em & 8,92 ppm
um simpleto referente ao hidrogénio do anel triazélico H-27 mais desblindado do que em
relacdo ao seu precursor, principal evidéncia de que a reacdo ocorreu. Em & 5,03 ppm
observa-se um simpleto referente a H-25 e em & 4,62 ppm um tripleto com J= 7,5 Hz
correspondente a H-28. Outra evidéncia de que a reagdo ocorreu € o aparecimento de um
simpleto em & 4,39 referente aos hidrogénios metilicos H-38. Além destes, observou-se ainda
um multipleto em ¢ 3,50 ppm referente aos hidrogénios H-3 e H-13, quatro multipletos entre
3 1,95 ppm e & 1,17 ppm correspondentes aos hidrogénios da porcdo oriunda do acido
desoxicélico bem como dos carbonos metilénicos da porcao alifatica da molécula (H-1 a H-

23 e H-29 a H-36), e um tripleto em 6 0,90 ppm com J= 7,0 Hz referente aos hidrogénios

metilicos H-37.
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Figura 37 - Espectro de RMN de 'H do composto TS-6 (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No espectro de RMN de "*C (figura 38) do composto TS-6 observou-se o sinal referente
ao carbono da carbonila C-24 em 6 175,6 ppm; os dois sinais referentes ao anel triazélico, C-
26 e C-27, que aparecem em 6 144,0 e 6 129,9 ppm; sinais ente 3 54,4 ppm e & 49,5 ppm
referentes aos carbonos C-3, C-13, C-25 e C-17 a C-19; um sinal em 8 39,2 ppm, principal
evidéncia de que a reacdo ocorreu, correspondente ao carbono metilico C-38. Observou-se
ainda os sinais referentes aos demais carbonos da por¢ao oriunda do acido desoxicélico bem
como dos carbonos metilénicos da porcao alifatica da molécula C-1 a C-16, C-20 a C-23 e
C-28 a C-36 naregido entre d 33,8 ppm €6 22,7 ppm, além do sinal em 6 § 14,1 ppmreferente

ao carbono metilico C-37.
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Figura 38 - Espectro de RMN de !*C do composto TS-6 (CDCls, 500 MHz).
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6 AVALIACAO BIOLOGICA

As leishmanioses sdo doengas consideradas como um grande problema de satde
publica em razdo de vérios fatores, tais como, a ampla distribuicdo geogréafica, a falta de
medicamentos seguros, e por produzir um amplo espectro de formas clinicas que podem gerar
incapacidades, mutilagdes ou mesmo serem fatais (OPAS, 2019). Estas doencas sdo causadas
por diferentes espécies do parasito Leishmania, afetando homens e animais, e sdo
transmitidas pela picada de fémeas de insetos denominados de flebotomineos (RATH et al.,

2003).

6.1 LEISHMANIOSES

Sdo doencas classificadas como Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) pela
Organizacao Mundial de Saide (OMS), uma vez que afetam principalmente a populagdo
menos desenvolvida economicamente e nao despertam a atengao dos responsaveis por agdes
de politicas publicas em satide bem como de grandes corporagdes farmacéuticas em razao do
baixo retorno econdmico (WHO, 2020). Apresentam ampla abrangéncia mundial, atingindo
aproximadamente 98 paises e territorios, com 350 milhdes de individuos vivendo em éareas
de risco (WHO, 2010). Estima-se que surjam de 700.000 a 1 milhdo de novos casos e cerca

de 26.000 a 65.000 mortes ocorram anualmente (WHO, 2020).

6.1.1 O parasito e o ciclo bioldgico

Os parasitos do género Leishmania apresentam, durante seu ciclo biolégico, dois
estagios basicos: as formas promastigotas e amastigotas (Figura 39). As formas
promastigotas sao as formas extracelulares, alongadas, possuem flagelo aparente e irdo se
reproduzir por divisdo bindria simples no intestino do inseto vetor. Quando o inseto vai
ingerir sangue dos mamiferos, ele regurgita as formas promastigotas, que serdo fagocitadas
pelos macrofagos e estas irdo se transformar em amastigotas dentro do vacuolo fagocitico.
Dentro deste vactolo, as formas amastigotas irdo se multiplicar por divisdo binaria simples
até o momento em que a célula hospedeira se rompe, liberando as amastigotas no meio
extracelular, as quais serdo novamente fagocitadas por outros macréfagos. Entdo, as formas

amastigotas sdo aquelas encontradas dentro de macrdéfagos dos mamiferos (animais e
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homem), apresentam formas arredondadas, sem flagelo aparente e sdo as responsaveis pela

doencga no hospedeiro mamifero (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2013).

Figura 39 - Formas promastigotas (a) e amastigotas (b) de L. amazonensis.
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Fonte: Arquivo do NUPEP/DPMI/ICB/UFIJF.

6.1.2 Formas Clinicas

As leishmanioses sdo doencas complexas e se caracterizam pela diversidade de formas
clinicas, as quais vao, desde uma lesao na pele que pode ter cura espontanea, ou atingir 6rgaos
internos e ser fatal. Classicamente, as formas clinicas destas doencas podem ser divididas em
cutanea, mucocutanea e visceral (figura 40). A leishmaniose cutanea (LC) € a forma mais
comum das leishmanioses e causa lesdes de pele, principalmente tlceras, nas partes expostas
do corpo onde o inseto vetor picou. Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas,
na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. Estima-se que entre 600.000
a 1 milhdo de novos casos ocorram no mundo anualmente. Em 2018, dez paises reportaram
mais de 5.000 novos casos de LC: Afeganistdao, Argélia, Brasil, Bolivia, Colombia, Ir3,
Iraque, Paquistdo, Peru e Siria, os quais, juntos, representam 85% dos casos no mundo
(WHO, 2020).

A leishmaniose mucocutanea leva a destruicdo parcial ou total das membranas mucosas
do nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos casos foram resgistrads na Bolivia, Brasil, Etiopia
e Peru (WHO, 2019).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como kala-azar, dentre outros nomes,
é considerada fatal sem tratamento em mais de 95% dos casos. E caracterizada por crises
irregulares de febre, perda de peso, aumento do baco e figado, e anemia. A maioria dos casos
ocorre no Brasil, na Africa Oriental e no Sudeste Asiitico. Estima-se que 50.000 a 90.000

novos casos de LV ocorram em todo o mundo a cada ano, dos quais apenas 25 a 45% sao
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relatados a8 OMS. Em 2018, mais de 90% dos novos casos relatados a OMS ocorreram em 7

paises: Brasil, Etiopia, India, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sudao (WHO, 2020).

Figura 40 - Formas clinicas das leishmanioses.
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Leishmaniose cutinea Leishmaniose visceral

Fonte: Ministério da Saude, 2017.

6.1.3 Tratamento

Os primeiros quimioterapicos utilizados para o tratamento das leishmanioses foram os
antimoniais pentavalentes (figura 41) como o Pentostam® (estibogluconato de s6dio) e o
Glucantime® (antimoniato de meglumina), considerados em alguns paises como farmacos
de primeira escolha (RATH et al., 2003). No Brasil, apenas o Glucantime® ¢ autorizado para
uso em humanos. A eficicia desses medicamentos é variavel e depende da localizagao
geografica e da espécie de Leishmania envolvida. Ja existem regides onde os pacientes
apresentaram resisténcia parasitdria a esse tratamento e a utilizacdo desses antimoniais nao €
mais recomendada (SUNDAR et al., 2000; TASLIMI, ZAHEDIFARD e RAFATI, 2016).

Medicamentos como pentamidina, anfotericina B, paramomicina e miltefosina sdo
conhecidos como farmacos de segunda escolha (Figura 41) (RATH et al., 2003). Vale-se
ressaltar que a anfotericna B € utilizada como terapia de primeira escolha em regides com
resisténcia a antimoniais pentavalentes (SUNDAR, CHAKRAVARTY e MEENA, 2018),
porém, na sua forma convencional, apresenta muitos efeitos adversos, como a administragao
intravenosa, nefrotoxicidade e miocardite (MENEZES et al., 2015). Por esse motivo,
formulac¢des lipidicas de anfotericina B vém sendo utilizadas a fim de minimizar esses efeitos
adversos, entretanto o preco destes medicamentos é mais elevado (ASSIS et al., 2017).
Miltefosina (figura 41) € o tnico farmaco administrado por via oral para o tratamento das
leishmanioses, tendo sido primeiramente liberada para uso na India e Alemanha. Atualmente,
outros paises também a utilizam, entretanto, no Brasil, estudos feitos em pacientes com L.
infantum (principal espécie causadora da leishmaniose visceral) apresentaram baixa eficacia

desse medicamento (CARNIELLI et al., 2018; SUNYOTO et al., 2018).
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Figura 41 - Estruturas quimicas dos farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses.
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Devido a auséncia de vacinas, os firmacos existentes, como antimoniais pentavalentes,
anfotericina B e miltefosina apresentarem severos efeitos colaterais, alta toxidade e ainda o
fato de que os parasitos desenvolveram resisténcia, faz-se necessario o desenvolvimento de

novas moléculas para o tratamento das leishmanioses (ANTINARELLI et. al., 2016).

6.1.4 Parte Experimental

Os ensaios biolégicos para determinacio do potencial antileishmanial dos compostos
sintéticos descritos neste trabalho foram realizados no Nucleo de Pesquisas em Parasitologia
(NUPEP), Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob orientacdo da Profa. Dra.
Elaine Soares Coimbra, e a espécie de Leishmania escolhida foi a L. amazonensis. Esta
espécie de Leishmania é encontrada em diversos paises da América Latina, incluindo o
Brasil, e esta associada a varias manifestacdes clinicas das leishmanioses que vao, desde a
forma cutlnea localizada, a formas mais graves, como a cutanea difusa, que € mais rara e de
dificil tratamento. Também, a L. amazonensis tem sido isolada de pacientes que apresentam
leishmaniose mucocutinea ou visceral, colocando em evidéncia a importancia clinica desta

espécie (THAKUR et al. 2018; OPAS/OMS, 2019).
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6.1.4.1 Atividade antileishmanial em formas promastigotas de L. amazonensis e

citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos dos compostos inéditos.

Para o efeito dos compostos na forma promastigota de L. amazonensis (cepa
IFLA/Br/67/PH8), placas de 96 pogos foram preenchidas com meio de cultura Warren
suplementado com 10% de SFB e 0,5% de penicilina/estreptomicina. Em seguida, os
compostos foram adicionados e diluidos seriadamente, a partir de 100 uM. Promastigotas de
L. amazonenses, em fase exponencial de crescimento, foram contadas em camera de
Neubauer, ajustadas a concentragdo de 2 x 10° células/mL e incubadas por 72 h a 25 °C,
juntamente com os compostos. Apos esse periodo, foi adicionado MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazdlio) (M5655) (Sigma-Aldrich Louis, Missouri,
EUA)a 5 mg/mL durante 4 h a 25 °C. O MTT € um teste de viabilidade celular que baseia na
reacdo de reducao do sal tetrazolium-MTT em formazan (MOSMMAN 1983).
Posteriormente, foi adicionado 100 uL de isopropanol/HCI (solugdo a 0,7%) e a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro (Multiskan EX) a 570 nm. A partir da analise da porcentagem
de inibicdo do crescimento de promastigotas, comparada ao controle sem adicdo de
compostos, foram calculadas as Clso (concentrac@o inibitéria do crescimento de 50% dos
parasitos) de cada composto com o auxilio do programa GraFit5.

Para os ensaios de toxicidade dos compostos em células de mamiferos, foram
escolhidos os macréfagos, visto estas serem as principais células hospedeiras para o parasito
Leishmania spp e, por isto, € importante testar a toxicidade dos compostos nestas células. A
realiza¢do dos ensaios foi utilizando macréfagos peritoneais camundongos e, uma vez que
envolve o uso de animais, o projeto foi aprovado previamente pela Comissio de Etica no Uso
de Animais da UFJF (#CEUA 013/2015).

Para a execucdo da técnica, camundongos BALB/c foram inoculados
intraperitonealmente com 2 mL de tioglicolato de sédio 3% (108190) (Merck, Darmstadt,
Alemanha), 72 horas antes da eutanasia. Em seguida, foram eutanasiados para a realizacao
do lavado peritoneal, onde foram injetados 6 mL de solu¢do de Hank’s estéril (H6136)
(Sigma-Aldrich Louis, Missouri, EUA) no peritonio de cada animal e repetido este processo
uma vez. ApOs centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e contadas em camara de Neubauer. Apds a contagem, as
células foram suspensas em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de SFB e 0,5% de

penicilina/estreptomicina, na concentragdo de 2 x 10° células/mL e foram transferidas para
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placas de 96 pocos. As placas permaneceram por 24 horas em estufa com 5% de di6xido de
carbono (CO») a 37 °C, para a adesdao dos macrofagos. Em seguida, cada pogo foi lavado com
PBS estéril para a retirada das células ndo aderidas e os compostos foram adicionados em
diferentes concentragdes, em diluicdo seriada a partir de 150 uM. As placas foram
transferidas novamente para estufa com 5% de CO2 a 37 °C, onde permaneceram por 72
horas. Posteriormente, foram adicionados, em cada poco, 10 uL. de MTT a 5 mg/mL. Apds
2 horas, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 100 uL de isopropanol/HCI (solugdo a
0,7%) e a leitura foi realizada em espectrofotometro (Multiskan EX) a 570 nm. Os testes
foram realizados em duplicatas e em alguns pocos ndo houve adi¢do de compostos (controle).
A partir da andlise da porcentagem de inibi¢ao de células vidveis comparada ao controle sem
tratamento, foi calculada a CCso (concentragdo citotdxica para 50% das células) de cada
composto com o auxilio do programa GraFit5.

Os resultados mostraram (quadro 4) que todos os derivados nao idnicos, com excecao
do composto T-2d, ndo foram téxicos até a maxima concentracao testada (150 uM). Dentre
os liquidos i6nicos, merecem destaque os derivados TS-2¢, TS-4a e TS-6 que apresentaram
valores de atividade na forma promastigota superiores aos da miltefosina, um dos firmacos

utilizado como padriao e toxicidade relativamente baixa.

Quadro 4 - Atividade em promastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade em macrdéfagos

peritoneais de camundongos dos compostos sintetizados.

(continua)
Compostos Estrutura Macroéfagos Promastigota
peritoneais Cls "
CCso (uM)? (L.amazonensis)
(MTT) MTT
T-1f HO/\(\!\I/\Mn >150 >100
N=N
n=12
T-2 (a-c) 0 0N >150 >100
\7/\ /\SI\NI Mn
n=1,2e4
T-2d OV/\O/\/\NAM 76,06£5,72 33,47+£3,70
N=N n
n=8
T-2e OV/\O/\@NAM >150 80,23+7,96
N=N "
n=10
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Quadro 4 - Atividade em promastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade em macréfagos

peritoneais de camundongos dos compostos sintetizados.

(continua)
Compostos Estrutura Macrofagos Promastigota
peritoneais Clso ®
CCso (nM)? (MTT) | (L.amazonensis)
MTT
TS-2 (a-b) q7/\o/\ﬁTN/§%; >150 >100
dN;P
n=1; R=CH3CH2CH2; X = Br
n=2;R=CH3; X =1
TS-2¢ ofo/\{\;u”wn 76,65 £ 0,46 3,61 £1,45
N=N
‘v n=8
T-3 (a- o >150 >100
3 (a-b) /\)J\OMNM,W
N=N
n=1e8
TS-3a Q 3,65 £1,36 3,21 £0,25
/\)koﬂ{ﬁ,hlﬁ&/ﬁ,
/N;N n=8
(0]
T-4 (a-d) AOMNM >150 >100
N=N n
n=28,10,12e14
TS-4a Q 47,92 £1,57 1,40 £ 0,75
)J\O/\f\N/\M/n
NN
r n=8
TS-4b o 0,29 £ 0,05 1,36 = 0,002
Ao Pt
/'\N n=10
TS-4c¢ Q 0,52 £0,02 1,27 £ 0,17
)LO/Y\N/\MG
NN
I n=12
TS-4d i 0,37 = 0,06 2,71 £0,22
OAF\,N/*%
AN
I n=14
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Quadro 4 - Atividade em promastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade em macrdéfagos

peritoneais de camundongos dos compostos sintetizados.

(conclusio)
Compostos Estrutura Macrofagos Promastigota
peritoneais Clso ®
CCso (uM)?* | (L.amazonensis)
(MTT) MTT
TS-4e )OL 0,013 £0,001 0,506 £ 0,007
O/\E\IN/\M/n
j I N n=8
TS-4f )‘i 0,015 £ 0,005 0,177 £ 0,005
0/\Nf:\,N/\<\9/n
j I N n=10
TS-4h i 0,320 £ 0,06 4,40 £ 0,10
O/\E\/N/\M/n
j I N n=12
T-5 i 80,67 + 14,00 >100
Br\)J\O/Y\,N/\M/
TS-5 1,71 £0,31 10,26 £ 0,01
T-6 >150 >100
TS-6 70,07 £4,76 9,70 £2,70
Anfotericina 17,61+ 1,36 0,1899+0,0016
B¢ DOV Ml
(I)_ - OH
Miltefosina® @O’E\O/\/N(th 151,81+ 0,03 15,05+2,08
n n=14

Fonte: Elaborado pela autora.

“CCso valores (50% da concentragiio citotéxica) em macréfagos * desvio padrio das médias. "Clso
concentragdo que inibe 50% do crescimento parasitario © Miltefosina e Anfotericina B foram utilizadas

como farmacos controle.
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6.1.4.2 Atividade antileishmanial em amastigotas de L. amazonensis dos compostos

sintetizados e determinagdo do indice de seletividade.

Para avaliar o efeito dos compostos em amastigotas intracelulares de L. amazonensis
foram utilizados macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, obtidos da mesma forma
apresentada no item 6.1.4.1 (aprovagdo do protocolo pela CEUA-JF sob o nimero 012/2015).
Os macréfagos foram adicionados em placas de 24 pocgos, por 24 h a 37 °C em estufa com
5% de CO». Apds lavagem com PBS para retirar os macréfagos que nio aderiram aos
macréfagos, promastigotas de L. amazonensis transfectadas com a proteina vermelha
fluorescente ("red fluorescent protein"-RFP) foram adicionadas (na proporcdo de 10
promastigotas: 1 macréfago) e incubados por 4 h a 33 °C em estufa com 5% de CO». Apés
esse tempo, as placas foram lavadas com PBS e os compostos foram adicionados em
diferentes concentragcdes em meio RPMI, suplementado com 10% de SFB e 0,5% de
penicilina/estreptomicina e incubadas por 72 h. Realizou-se a leitura em fluorimetro no
comprimento de onda excitagao/ emissao de 540-600 nm. A partir da analise da porcentagem
de inibi¢do da carga global de amastigotas em relacdo ao controle sem tratamento, foi
determinada a Clso (concentracdo que inibe 50% do crescimento dos parasitos intracelulares)
utilizando o programa Probit.

Os resultados mostraram que os testes realizados nas formas amastigotas seguiram o
mesmo padrao dos testes anteriores, onde os liquidos i0nicos apresentaram resultados muito
superiores em comparagao aos seus precursores nao ionicos (quadro 5).

O quadro 5 traz, ainda, os valores dos indices de seletividade dos sais triazélicos que
apresentaram atividade na forma amastigota. O indice de seletividade (IS) consiste na razdo
entre a concentracdo citotoxica, ou seja, a CCsp em macrofagos peritoneais, e a Clso em
formas promastigotas ou amastigotas do parasito (neste trabalho utilizou-se a forma
amastigota). O objetivo foi determinar a toxicidade do composto para o parasito em
comparacao com a célula hospedeira (MUYLDER et al., 2011).

Diante dos resultados apresentados pode-se concluir que dentre os derivados que
possuem a mesma funcio na posi¢cdo 4 do anel triazdlico, aqueles que contém dez atomos de
carbono na cadeia lateral, foram os mais promissores. E dentre eles, os derivados
funcionalizados com os grupamentos epdxido e acetila (TS-2c¢ e TS-4a) foram os melhores.
Por ter apresentado o melhor indice de seletividade, o composto TS-2¢ foi o escolhido para

o desenvolvimento de um experimento in vivo.
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Quadro 5 - Atividade antileishmanial em amastigotas de L. amazonensis e indice de

seletividade dos derivados sintetizados.

Compostos Amastigota L.
amazonensis IS(CCso/Clso)
Clso (nM)* RFP
T-1f >100 -
T-2 (a-c) >100 -
T-2d 47,13 (32,74-67,74) -
T-2e 57,42(47,89-68,85) -
TS-2 (a-b) >100 -
TS-2¢ 7,61 (6,63-9,15) 10,07
T-3 (a-b) >100 -
TS-3a 64,22 (49,57-83,19) 0,057
T-4 (a-d) >100 -
TS-4a 9,34 (7,45-11,71) 5,34
TS-4b 3,04 (2,38 -4,06) 0,095
TS-4¢ 3,14 (2,55-3,87) 0,166
TS-4d 1,66 (1,33-2,08) 0,223
TS-4e 1,99 (1,60-2,47) 0,0065
TS-4f 0,24 (0,14-0,42) 0,063
TS-4h 2,60 (1,72-3,93) 0,123
T-5 >100 _
TS-5 39,47 (31,98-48,71) 0,04
T-6 >100 _
TS-6 26,22 (21,65-37,76) 2,67

(continua)
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Quadro 5 - Atividade antileishmanial em amastigotas de L. amazonensis e indice de

seletividade dos derivados sintetizados.

(conclusio)
Compostos Amastigota L.
amazonensis IS(CCs0/Clso)
Clso (uM)? RFP
Anfoll:;:;'lcma 0.23 (0.19-0.28) 76,5
Miltefosina® 11,50 (9,28-14,24) 13,1

Fonte: Elaborado pela autora.
“Clso concentracio que inibe 50% do crescimento parasitario / * Miltefosina e Anfotericina B foram
utilizadas como farmacos controle.

6.1.4.3 Resultados preliminares do efeito do derivado TS-2¢c no modelo de infecgcdo

experimental em Leishmania

Como demonstrado, de maneira geral, o melhor composto € o derivado TS-2¢, pois
apresentou resultados promissores tanto nas formas de promastigotas quanto de amastigotas
de L. amazonensis. Apesar deste composto apresentar uma relativa toxidez para células de
mamiferos, ele foi dez vezes mais seletivo para os parasitos intracelulares sendo, entdo, o
composto escolhido para o desenvolvimento de um experimento in vivo. Entretanto, devido
a dindmica dos ensaios experimentais in vivo no NUPEP, os testes foram realizados
utilizando animais infectados com a espécie L. infantum (cepa ITMAP 263), que é
responsavel pela leishmaniose visceral.

Em resumo: camundongos BALB/c foram infectados com L. infantum, e, apés 7 dias
da infecc¢do, os camundongos foram divididos em 3 grupos: (i) grupo experimental tratado
por via oral com o composto TS-2¢ a 20 mg/Kg, (ii) grupo controle positivo tratado por via
intraperitoneal com a anfotericina B a 5 mg/Kg e (iii) grupo controle negativo tratado com
PBS. Os camundongos foram tratados durante 10 dias recebendo uma dose de tratamento por
dia. Quatro dias ap0s o término do tratamento, os camundongos foram eutanasiados, o baco
e figado foram retirados assepticamente e a carga parasitaria foi estimada pelo método de
diluicao limitante (LDA), de acordo com Cunha-Junior et al., 2016. De acordo com a figura
42, foi possivel concluir que apesar do composto TS-2c¢ ter apresentado promissores
resultados nos testes in vitro em L. amazonensis, nao apresentou resultado significativo de
atividade antiparasitaria nos bago e figado de animais infectados com L. infantum. Variagoes

de sensibilidade entre as diferentes espécies de Leishmania em ensaios in vitro e in vivo tem
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sido amplamente relatadas ndo apenas entre compostos novos, mas até mesmo entre drogas
utilizadas na clinica (Escobar et al. 2002; Rochete et al. 2008; Kaur & Rajput 2014). Alguns
fatores podem contribuir para estas diferencas, mas estes ndo estdo totalmente esclarecidos.
Futuros ensaios em animais infectados com a L. amazonensis poderdao ser realizados no

intuito de melhor explorar o efeito antileishmanial do composto TS-2c.

Figura 42 - Avaliagdo da carga parasitaria do figado e do bago de camundongos apds

tratamento com o composto TS-2¢, Anfotericina B ou PBS (controle).
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Fonte: NUPEP/UFIJF.
Andlises estatisticas foram obtidas pelo GraphPad Prism versdo 6, utilizando teste t ndo
pareado: * P <0,05; ** P <(,01; *** P <0,001; **** P < 0,0001, estatisticamente diferente
do controle negativo.

Todos os ensaios envolvendo animais foram previamente aprovados pelo Comité de
ética em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFJF (Protocolo n° 013/2015, n° 012/2015 e
n° 006/2017 - CEEA).



84

7 PARTE EXPERIMENTAL

A seguir serdo descritos os experimentos desenvolvidos para a obten¢do dos compostos
almejados, bem como os equipamentos e técnicas utilizadas para caracterizacdo dos mesmos.

7.1  MATERIAIS E METODOS GERAIS

Para a determinacdo das faixas de fusdao dos compostos sintetizados utilizou-se um
aparelho digital modelo MQAPF-301-Microquimica no Departamento de Quimica, ICE,
UFJF.

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro AXIMA Performance
MALDI-TOF-MS (Shimadzu Biotech) utilizando um laser pulsado de nitrogénio
(ultravioleta, A = 337 nm).

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e '*C foram obtidos em
espectrometro BRUKER AVANCE HD 500 no Departamento de Quimica, ICE, UFJF. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e referenciados pelo TMS (6 = 0 ppm).

Para cromatografia em camada delgada de silica utilizou-se silica-gel 60G MERK
contendo revelador fluoresceina para U.V. disposta em laminas de vidro ou placas comerciais
de TLC contendo indicador de fluorescéncia F254.

Como reveladores para cromatografia em camada delgada foram utilizados vapor de
iodo e lampada ultravioleta (A = 254 nm).

Nos procedimentos de purificacdo por extragdo e recristalizagdo foram utilizados
solventes P.A. marcas VETEC, QHEMIS e SYNTH.

Foram utilizados reagentes de diferentes marcas, como VETEC, MERK e ALDRICH.

Obs.: A numeracao das estruturas dos compostos mostrados neste trabalho foi adotada

por questdes didaticas e ndo corresponde com a numeracdo usada para a nomenclatura.

7.1.1 Preparacao das azidas (1-14)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, solubilizou-se 1,2 g (6,06 mmol) dos
respectivos haletos orginicos (bromopropano, bromobutano, bromohexano, bromodecano,
bromododecano, bromotetradecano e bromohexadecano) em 5 mL de uma mistura de etanol

e agua (4:1). A seguir, adicionou-se 0,780 g (12 mmol) de azida de s6dio a mistura reacional,
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que foi entdo colocada em refluxo e agitacdo constante por 24 horas. As azidas de cadeia
curta (1, 2 e 4) ndo foram previamente purificadas. Para as azidas de cadeia longa, apds este
intervalo de tempo, a mistura reacional foi extraida com diclorometano (3 x 10 mL). Os
extratos organicos foram combinados e na fase organica resultante adicionou-se Na2SOq
anidro para a remocdo da 4gua residual. Apés filtracdo, a fase organica foi concentrada no
rotaevaporador e as azidas foram obtidas com rendimentos que variaram de 70% a 85%. Os
dados espectroscopicos obtidos foram condizentes com os descritos na literatura (REN et al.,

2011).

7.1.2 Preparacao dos derivados 1,2,3-triazélicos com hidroxila na cadeia lateral T-1

(a-g)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados a azida (30,0 mmol), o alcool
propargilico (39,0 mmol), o0 CuSO4.5H>0 (1,5 mmol) e o ascorbato de s6dio (12,2 mmol) em
25 mL de etanol/dgua (1:1). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo constante a
temperatura ambiente. Apos 96 horas de reagdao observou-se por CCD, utilizando vapor de
iodo como revelador, o aparecimento de uma mancha indicativa da formagdo dos produtos
almejados. A mistura de solventes da reagcdo foi removida sob pressdao reduzida e foram
realizadas lavagens com EtOH (3x15 mL) no residuo da evaporacdo para remocdo, por
filtracdo, dos sais residuais. Seguiu-se com a evaporacdo do etanol, obtendo-se os derivados
triaz6licos nas formas de 6leo e s6lidos com rendimentos superiores que variaram de 76% a
90%. Os dados espectroscopicos obtidos foram condizentes com os descritos na literatura

(STROPPA et al., 2017), com excecao do composto T-1f que € inédito.

Nomenclatura: (1-tetradecil-/H-1,2,3-triazol-4-il)metanol T-1f

F.M = C,;H33N;0
123 4 6 8 10 12 14 16 17733753

M.M.= 295,46

HOV\,N 17 C. F.= s6lido bege

N= 5 7 9 11 13 15 e g
Rf=0.5

Eluente: MeOH/CH,Cl, (95:5)
Revelador: vapor de iodo

F.F =78,0-79,3°C
Rendimento= 81%
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RMN de 'H (500 MHz, CDCL) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, 3H, J = 6,9, H-17); 1,30(m, 22H,
H-6 a H-16); 1,92 (m, 2H, H-5); 4,35 (t, 2H, J = 7.2 H-4); 4,81 (s, 2H, H-1); 7,57 (s, 1H, H-
3).

Figura 43 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-1f (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de C (125 MHz, CDCls) 8 (ppm): 14,1 (C-17); 22,7 (C-16); 29,0-31,9 (C-5 a C-
15); 50,4 (C-4); 56,5 (C-1); 121,6 (C-3); 147,8 (C-2).
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Figura 44 - Espectro de RMN de 13C do derivado T-1f (CDCI3, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

7.1.3 Preparacao dos sais dos derivados 1,2,3-triazolicos com hidroxila na cadeia

lateral TS-1 (a-c)

Em um baldo de fundo redondo solubilizou-se 1,0g (1,0 eq.) dos triazdis precursores
T-1 (a, b, d) em 10 mL de acetonitrila. Posteriormente adicionou-se o respectivo haleto de
alquila (10,0 eq.) (iodometano ou 1-bromopropano). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo constante em refluxo durante 48 horas. Apds esse intervalo de tempo, verificou-se
a formacgdo do produto por CCD. Apos essa verificacdo da finalizacdo da reacao, o solvente
e 0s possiveis residuos foram removidos sob pressdo reduzida e os derivados foram obtidos
na forma de Oleos e soOlidos com rendimentos que variaram de 65% a 90%. Para a
confirmacao da presenca de haletos foi retirada uma aliquota dos produtos e realizado um
teste qualitativo com nitrato de prata, a presenca destes leva a formacgdo de sais (Agl e AgBr)
insoluveis em 4gua. Os testes realizados confirmaram a presenca de ions haletos em solucao,
indicando a formagdo dos produtos. Os dados espectroscopicos obtidos foram condizentes

com os descritos na literatura (STROPPA et al., 2017).
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7.1.4 Preparacao dos derivados 1,2,3-triazélicos com epo6xido na cadeia lateral T-2

(a-e)

Em um baldo de fundo redondo foram misturados NaOH (3 equivalentes) e N(Bu)4Br
(0,05 equivalentes) a 40 °C durante 30 minutos. Apds esse tempo adicionou-se o derivado
triaz6lico (1 equivalente) deixando-o reagir na mistura por 30 minutos. Apos esse tempo,
adicionou-se, lentamente, epicloridrina (4 equivalentes). Posteriormente a adi¢do de
epicloridrina, a mistura foi mantida a 40°C em agitacdo magnética durante 48 horas. Apds
esse tempo, observou-se a formacdo do produto por CCD. A mistura reacional foi extraida
com éter etilico (3 x 10 mL). Os extratos organicos foram combinados e, na fase orgéanica
resultante, adicionou-se Na,SO4 anidro para remocao da 4gua residual. Apds filtracdo, a fase
organica foi concentrada no rotaevaporador e os produtos obtidos nas formas de 6leos com

rendimentos que variaram entre 40% e 63%.

Nomenclatura: 4-((oxiran-2-ilmetoxi) metil)-1-propil-1H-1,2,3-triazol T-2a

6
3 4 5 F.M = CyH,5N;0,

7
9
NN _
o2 o/\<\ﬂ . M.M. = 197,23
N=N C. F. = 6leo amarelo
1 Rf=0,4
Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)

Revelador: vapor de iodo
Rendimento = 50%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm), J(Hz): 0,94 (t, 3H, J = 7,5, H-9); 1,92 (m, 2H, H-
8); 2,60 (m, 1H, H-1); 2,78 (m, 1H, H-17); 3,15 (m, 1H, H-2); 3,43 (dd, 1H, /=63 ¢ J =
11,3, H-3); 3,83 (dd, 1H, J=2,5e J= 11,5, H-3"); 4,30 (t, 2H, J = 7,5, H-7); 4,65 (d, 2H, J
=12,5, H-4); 7,56 (s, 1H, H-6).
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Figura 45 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-2a (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 11,0 (C-9); 23,7 (C-8); 44,2 (C-1); 50,7 (C-2);
51,9 (C-7); 64,7 (C-4); 71,1 (C-3); 122,5 (C-6); 144,7 (C-5).

Figura 46 - Espectro de RMN de '°C do derivado T-2a (CDCl3, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 47 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado T-2a.
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Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M+H]" (CoH;5sN30») requer m/z 198,2422,
encontrado 198,2417

Nomenclatura: 1-butil-4-((oxiran-2-ilmetoxi) metil)-1H-1,2,3-triazol T-2b

3 5 F.M = C,HsN;0
z /\/\ 104 1174N3VY2
02 o/\(\,N s 10 MM.=21126
N=N _
C. F. = ¢6leo amarelo
1 Rf=0,5

Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)
Revelador = vapor de iodo
Rendimento = 55%

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,94 (t, 3H, J = 7,3, H-10); 1,34 (sex, 2H,
J=15,H-9); 1,87 (qui, 2H, J =7,4 H-8); 2,61 (dd, 1H, J=3,0e J=5,0, H-1); 2,79 (t, 1H,
J=428,H-1"); 3,17 (m, 1H, H-2); 3,44 (dd, 1H, J=6,0, J = 11,5, H-3); 3,84 (dd, 1H, J=3,0
eJ=11,5,H-3");4,34 (t, 2H, J = 7,3, H-7); 4,69 (d, 2H, J = 12,0, H-4); 7,56 (s, 1H, H-6).
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Figura 48 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-2b (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 13,4 (C-10); 19,7 (C-9); 32,2 (C-8); 44,3 (C-1);
50,1 (C-2); 50,7 (C-7); 64,7 (C-4); 71,1 (C-3); 122,4 (C-6); 144,7 (C-5).



Figura 49 - Espectro de RMN de '*C do derivado T-2b (CDCls, 125 MHz).

¥ ?. RSRBD BBH H 8 7 Fos0
h S o ERERE RART i = R |
v : [}
»e
"o
relu
00
F480
F30
00
] 190
ros ot p— )
180
200 190 " » 160 %0 40 L0 0 1 196 W = © @ %0 3 y v 0

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 50 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado T-2b.

Sint

Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M+H]" (C10H17N30,) requer m/z 212,2688,
encontrado 212,2684.
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Nomenclatura: 1-hexil-4-((oxiran-2-ilmetoxi) metil)-1H-1,2,3-triazol T-2¢
F.M = Cj,H,N;0,

f /\@ /\/\/\ M.M. = 239,31

C. F. = 6leo amarelo

Rf= 0,5

Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)
Revelador = vapor de iodo
Rendimento = 40%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) 8 (ppm), J(Hz): 0,88 (t, 3H, J = 7,0, H-12); 1,31 (m, 6H,
H-9 aH-11); 1,89 (qui, 2H, J = 17,3, H-8); 2,63 (dd, 1H, J=2,5e J=5,0, H-1); 2,80 (t, 1H,
J=4,5,H-1"); 3,17 (m, 1H, H-2); 3,46 (dd, 1H, J=6,0, J= 11,5, H-3); 3,85 (dd, 1H, J =2,7
eJ=11,5,H-3");4,34 (t, 2H, J =73, H-7); 4,71 (d, 2H, J = 12,5, H-4); 7,56 (s, 1H, H-6).

Figura 51 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-2¢ (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl) & (ppm): 13,9 (C-12); 22,4 (C-11); 26,1 (C-10); 30,2 (C-
9); 31,1 (C-8); 44,3 (C-1); 50,4 (C-2); 50,7 (C-7); 64,7 (C-4); 71,1 (C-3); 122,4 (C-6); 144,7
(C-5).
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Figura 52 - Espectro de RMN de '*C do derivado T-2¢ (CDCl;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 53 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado T-2c.

Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M+H]" (C12H2:1N30,) requer m/z 240,3220,
encontrado 240,3214.
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Nomenclatura: 1-decil-4-((oxiran-2-ilmetoxi) metil)-1H-1,2,3-triazol T-2d

9 15 FM = C4H,9N;0,

11
/\/\/\/\/\
/\(\N M.M. = 295,42
10 12 14

C. F. = 6leo amarelo

Rf=0,7

Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)
Revelador = vapor de iodo
Rendimento = 62%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm), J(Hz): 0,88 (t, 3H, J = 6,8, H-16); 1,25 (m, 14H,
H-9 a H-15); 1,90 (m, 2H, H-8); 2,62 (dd, 1H, J=2,8e J=4,7, H-1); 2,80 (t, 1H, J = 4.5,
H-17); 3,18 (m, 1H, H-2); 3,46 (dd, 1H, J = 6,0, J = 11,5, H-3); 3,85 (dd, 1H, J=3,0e J =
11,5, H-3"); 4,34 (t, 2H, J = 7,3, H-7); 4,70 (d, 2H, J = 12,0, H-4); 7,56 (s, 1H, H-6).

Figura 54 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-2d (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14,1 (C-16); 22,6 -31,8 (C-8 a C-15); 44,3 (C-
1); 50,4 (C-2); 50,7 (C-7); 64,7 (C-4); 71,1 (C-3); 122,4 (C-6); 144,7 (C-5).
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Figura 55 - Espectro de RMN de '*C do derivado T-2d (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 56 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado T-2d.
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Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M+H]" (Ci6H20N30,) requer m/z 296,4283,
encontrado 296,4272.
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Nomenclatura: 1-dodecil-4-((oxiran-2-ilmetoxi) metil)-1H-1,2,3-triazol T-2e

s 458 7 9o 11 43 15 17 F.M = C;3H33N;0,
9 OA(\N 8 M.M. = 323,47
Of N=N 8 10 12 14 45 C. F. = 6leo amarelo
; Rf=0,6

Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)
Revelador = vapor de iodo
Rendimento = 60%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, 3H, J = 6,8, H-18); 1,25 (m, 18H,
H-9 a H-17); 1,91 (m, 2H, H-8); 2,64 (dd, 1H, J=2,7e J=5,0, H-1); 2,82 (t, 1H, J = 4,6,
H-1°); 3,19 (m, 1H, H-2); 3,48 (dd, 1H, J=6,0, J = 11,5, H-3); 3,86 (dd, 1H, J=2,8 e J =
11,5, H-3"); 4,35 (t, 2H, J = 7,3, H-7); 4,71 (d, 2H, J = 12,0, H-4); 7,57 (s, 1H, H-6).

Figura 57 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-2e (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 14,2 (C-18); 22,7 -31,9 (C-8 a C-17); 44,2 (C-
1); 50,4 (C-2); 50,7 (C-7); 64,7 (C-4); 71,1 (C-3); 122,4 (C-6); 144,7 (C-5).
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Figura 58 - Espectro de RMN de !*C do derivado T-2e (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 59 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado T-2e.
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Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M+H]" (CisH33N30,) requer m/z 324,4815,
encontrado 324,4811.
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7.1.5 Preparacao dos sais dos derivados 1,2,3-triazélicos com epo6xido na cadeia

lateral TS-2(a-c)

Em um baldo de fundo redondo foram misturados NaOH (3 equivalentes) e N(Bu)4Br
(0,05 equivalentes) a 40 °C durante 30 minutos. Apds esse tempo, adicionou-se o respectivo
derivado de sal triazolico TS-1(a-c) (1 equivalente) deixando-o reagir na mistura por 30
minutos. Apds esse tempo, adicionou-se, lentamente, epicloridrina (4 equivalentes).
Posteriormente a adicao de epicloridrina, a mistura foi mantida a 40°C em agitacdo magnética
durante 48 horas. Apds esse tempo, a mistura reacional foi extraida com diclorometano (3 x
10 mL). Os extratos organicos foram combinados e na fase organica resultante adicionou-se
Na»SO4 anidro para remocao da dgua residual. Apos filtragado, a fase orgénica foi concentrada

no rotaevaporador e os produtos obtidos nas formas de 6leos.

Nomenclatura: Brometo de 4-((oxiran-2-ilmetoxi) metil) -3- propil-1-propil-1H-1,2,3-
triazol-3-i0 TS-2a

3 452 7 F.M = C,,H,,BrN;0,
02 o/\f\\,"'/\/9 M.M. = 319,09
N=N 8 C. F. = 6leo marrom
1 10; Br- Rf=0,4
R Eluente: MeOH/CH,CI, (95:5)
12 Revelador = vapor de iodo

Rendimento = 39%
RMN de 'H (500 MHz, DMSO-de)d (ppm), J(Hz): 0,92 (m, 6H, H-9 e H-12); 1,95 (sex,
4H, J =7,5,H-8 e H-11); 3,33 (t, 1H, J = 5,0, H-1); 3,46 (m, 1H, H-1"); 3,59 (m, 1H, H-2);
4,60 (m, 6H, H-3, H-7 e H-10); 4,86 (d, 2H, J = 15,5, H-4); 9,02 (s, 1H, H-6).
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Figura 60 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-2a (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de "*C (125 MHz, DMSO- d¢) 8 (ppm): 10,8 (C-9); 11,0 (C-12); 22,3 (C-8); 22,7 (C-
11); 53,2 (C-1); 55,2 (C-2); 60,6 (C-10); 62,9 (C-7); 70,7 (C-4); 73,0 (C-3); 130,2 (C-6); 140,
6 (C-5).

Figura 61 - Espectro de RMN de '*C do derivado TS-2a (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 62 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado TS-2a.
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Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M+H]" (C12H2:N30,) requer m/z 240,3214,
encontrado 240,3211.

Nomenclatura: Iodeto de 4-((oxiran-2-ilmetoxi) metil)-3- metil-1-butil-1H-1,2,3-triazol-3-
io TS-2b

Aé\ A 0 MM.=353,06
\%\ N:N 8 C. F. = 6leo amarelo
|- Rf=0,5

Eluente: MeOH/CH,Cl, (95:5)
Revelador = vapor de iodo
Rendimento = 45%

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,94 (t, 3H, J = 7,3, H-10); 1,39 (sex, 2H,
J="1,7,H-9); 1,99 (qui, 2H, J=7,5, H-8); 2,64 (dd, 1H, J=2,8e J=4,8, H-1); 2,78 (t, 1H,
J=4,5,H-1"); 3,17 (m, 1H, H-2); 3,47 (dd, 1H, J=6,8, J= 11,8, H-3); 4,07 (dd, 1H, J=2,3
eJ=11,8,H-3");4,37 (s, 3H, H-11); 4,67 (t, 2H, J = 7,3, H-7); 5,04 (d, 2H, J = 13,0, H-4);
9,19 (s, 1H, H-6).
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Figura 63 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-2b (CDCl;, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de '*C (125 MHz, CDCl;) 8 (ppm): 13,4 (C-10); 19,4 (C-9); 31,2 (C-8); 39,5 (C-11);
44,3 (C-1); 50,5 (C-2); 54,2 (C-7); 61,1 (C-4); 72,4 (C-3); 130,6 (C-6); 140,3 (C-5).

Figura 64 - Espectro de RMN de "*C do derivado TS-2b (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 65 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivadoTS-2b.

Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (C1;H2N30>) requer m/z 226,2949,
encontrado 226,2959.

Nomenclatura: Iodeto de 4-((oxiran-2-ilmetoxi) metil)-3- metil-1-decil-1H-1,2,3-triazol-3-
io TS-2¢

/\(\ /\/\/\/\/\ F.M = C;H3,IN50,
f t 8 16 MM. =437,15
C. F. = 6leo marrom
Rf =04
Eluente: MeOH/CH,Cl, (95:5)
Revelador = vapor de iodo
Rendimento = 35 %

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, 3H, J = 6,7, H-16); 1,35 (m, 14H,
H-9 a H-15); 2,05 (m, 2H, H-8); 3,84 (m, 5H, H-1 a H-3); 4,43 (s, 3H, H-17); 4,66 (t, 2H, J
=17,8, H-7); 5,17 (s, 2H, H-4); 9,17 (s, 1H, H-6).
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Figura 66 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-2¢ (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCL3) 8 (ppm): 14,1 (C-16); 22,7 (C-15); 29,3-31,8 (C-8 a C-
14); 40,3 (C-17); 54,5 (C-1); 61,7(C-2); 62,8 (C-7); 70,4 (C-4); 72,5 (C-3); 130,5 (C-6);
140,8(C-5).

Figura 67 - Espectro de RMN de '*C do derivado TS-2¢ (CDCl3, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 68 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado TS-2c.

Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (C17H3N30,) requer m/z 310,4543,
encontrado 310,4553.

7.1.6 Preparacao dos derivados 1,2,3-triazélico com crotonoila na cadeia lateral T-

3(a,b)

Em um baldo de fundo redondo foram misturados NaOH (3 equivalentes) ¢ N(Bu)4Br
(0,05 equivalentes) a 40°C durante 30 minutos. Apds esse tempo, adicionou-se o derivado
triaz6lico (1 equivalente) deixando-o reagir na mistura por 30 minutos. Apds esse tempo,
adicionou-se, lentamente, cloreto de crotonoila (4 equivalentes). Posteriormente a adi¢do de
cloreto de crotonoila, a mistura foi mantida a 40°C em agitacdo magnética durante 48 horas.
ApOs esse tempo, a mistura reacional foi extraida com éter etilico (3 x 10 mL). Os extratos
organicos foram combinados e, na fase orgénica resultante, adicionou-se Na>xSO4 anidro para
remocao da agua residual. Apos filtracdo, a fase organica foi concentrada no rotaevaporador
e os produtos obtidos nas formas de Oleos com rendimentos iguals a 38% e 44%,

respectivamente.
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Nomenclatura: (E) but-2-enoato de (1-propil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilla T-3a

0
/2,\\)]\ 3 6 1 F.M = CyoH;5N30,
17 X4 O/\‘/\,N’\__ M.M. =209,12
N=N 9 10 C. F. = 6leo amarelo

Rendimento = 38%

RMN de 'H (500 MHz, CDCL) 8 (ppm), J(Hz): 0,97 (t, J = 7,4, 3H, H-10); 1,44 (m, 2H,
H-9); 1,60 (d, J = 6,6, 3H, H-1); 4,33 (t, J = 7,2, 2H, H-8); 5,30 (s, 2H, H-5); 5,86 (d, J =
15,5, 1H, H-3); 7,10 (m, 1H, H-2); 7,64 (s, 1H, H-7).

Figura 69 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-3a (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 13,6 (C-10); 18,1 (C-1); 24,9 (C-9); 52,5 (C-8);
57,3 (C-5); 122,2 (C-3 e C-7); 145,9 (C-6); 147,5 (C-2); 171, 8 (C-4).
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Figura 70 - Espectro de RMN de '*C do derivado T-3a (CDCls;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nomenclatura: (E) but-2-enoato de (1-decil-1H-1,2,3-triazol-4-i1l)metilla T-3b

o 5 1 8 4 1
2 /\fN 2 14, F.M = C};H,IN;0,
~4 9 6\=N 9 i M.M. = 307,23
1 3 13 15 17 C. F. = 6leo marrom

Rendimento = 44 %

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm), J(Hz): 0,90 (t, 3H, J = 6,8, H-17); 1,30 (m, 14H,
H-10 a H-16); 1,90 (m, SH, H-1 e H-9); 4,35 (t, 2H, J = 7,3, H-8); 5,32 (s, 2H, H-5); 5,88
(d, 1H, J= 15,5, H-3); 7,10 (m, 1H, H-2); 7,64 (s, 1H, H-7).
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Figura 71 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-3b (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 14,1 (C-17); 18,2 (C-1); 22,7-31,9 (C-9 a C-16);
50,5 (C-8); 57,4 (C-5); 122,1 (C-7); 122,2 (C-3); 145,7 (C-6); 147,3 (C-2); 166,4 (C-4).

Figura 72 - Espectro de RMN de '*C do derivado T-3b (CDCI3, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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7.1.7 Preparacao do sal do derivado 1,2,3-triazdlico com crotonoila na cadeia lateral

TS-3a

Em um baldo de fundo redondo foram misturados NaOH (3 equivalentes) e N(Bu)4Br
(0,05 equivalentes) a 40 °C durante 30 minutos. Apds esse tempo, adicionou-se o derivado
de sal triazdlico TS-1c (1 equivalente) deixando-o reagir na mistura por 30 minutos. Apds
esse tempo, adicionou-se, lentamente, cloreto de crotonoila (4 equivalentes). Posteriormente
a adicdo de cloreto de crotonoila, a mistura foi mantida a 40°C em agitacdo magnética durante
48 horas. Apos esse tempo, a mistura reacional foi extraida com diclorometano (3 x 10 mL).
Os extratos organicos foram combinados e na fase organica resultante adicionou-se Na>SO4
anidro para remocao da dgua residual. Apds filtracdo, a fase organica foi concentrada no

rotaevaporador e o produto obtido na forma de 6leo.

Nomenclatura: Iodeto de (E) but-2-enoato de (1-decil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilla

o} 7 8
) 0/5\6(/+\N 0 12 14 o F.M = C,gH3,IN;0,
! M.M. = 449,37
4 N=N 9 11 13 ; P
1 3 / | 15 C. F. = 6leo amarelo

Rendimento = 65 %

RMN de 'H (500 MHz, CDCl) 8 (ppm), J(Hz): 0,89 (t, J = 6,9, 3H, H-17 ); 1,40 (m, 14H,
H-10 a H-16); 1,92 (m, 3H, H-1); 2,05 (m, 2H, H-9); 4.47 (s, 3H, H-18); 4.70 (t, J = 7,4, 2H,
H-8); 5,57 (s, 2H, H-5); 5.87 (m, 1H, H-3); 7,10 (m, 1H, H-2); 9,10 (s, 1H, H-7).
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Figura 73 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-3a (CDCls, 500 MHz).

@ mhdgmﬂimmmansa—- gEHnegENeaNgnenEn
o ﬁm—-o r= 0 Egaﬁ-—- r- gmm HOo=—or-9 D ﬁuﬁh
9 e ogqg Wi gw o ﬁﬁ mmmmmmmm o
- e e e e Fo Fe Pe b3 8000 WA WA T W G R e a8 |y
| — I T S S s |
| 130
| :
| L1
) i
f |
|
B0
L
-
‘ "
l _"I N | N | B R LI.-..I_I .u|
[ ¥ ¥y vy L
8 2 - ] =g 7 8 .
o - - - oM = e -
N— e pmpeepuey
L0 IS K0 RE R0 BS AD A5 7O &5 &0 S5 S0 4% 40 1% 10 1% 0 L5 1
f1 ppw)

Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 14,1 (C-17); 18,1 (C-1); 18,3-31,8 (C-9 a C-16);
39,2 (C-18); 53,7 (C-8); 54,7 (C-5); 120,7 (C-3); 131,6 (C-7); 146,8 (C-6); 148,5 (C-2); 166,5
(C-4).

Figura 74 - Espectro de RMN de '°C do derivado TS-3a (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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7.1.8 Preparacao dos derivados 1,2,3-triazélicos com acetila na cadeia lateral T-4(a-

d)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 0,34 mmol dos derivados 1,2,3-
triaz6licos T-1(a-d), 5,1 mmol de piridina e 0,47 mmol de anidrido acético. A mistura
reacional foi mantida em agita¢do constante a temperatura ambiente durante 24 horas.

ApOs este intervalo de tempo, verificou-se por cromatografia em camada delgada (CCD) a
formacao de um produto mais apolar desejado. Posteriormente, adicionou-se dgua gelada e
diclorometano a mistura reacional. Fez-se a extracdo liquido-liquido, lavando a fase orgénica
com agua 3 vezes e depois lavou-se a fase aquosa com diclorometano 2 vezes. Os extratos
organicos foram combinados e na fase organica resultante adicionou-se Na>SOg anidro para
aremocao da dgua residual. Apds filtragdo, a fase organica foi concentrada no rotaevaporador

e os produtos foram obtidos na forma de s6lidos com rendimentos superiores a 77%.

Nomenclatura: Acetato de (1-decil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila T-4a

F.M = C;5Hy;N;0,
245 6 8 10 12 14 MM. =281,39
(@) C. F. = s6lido marrom

N=N 7 9 11 13 15 Rf =0,7
Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)
Revelador = vapor de iodo
F. F =49,4-50,6°C
Rendimento = 83%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm), J(Hz): 0,88 (t, 3H, J = 6,9, H-15); 1,26 (m, 14H,
H-8 a H-14); 1,91 (m, 2H, H-7); 2,09 (s, 3H, H-1); 4,35 (t, 2H, J = 7,0 H-6); 5,22 (s, 2H, H-
3); 7,59 (s, 1H, H-5).
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Figura 75 - Espectro de RMN de 'H do derivado T4-a (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 14,1 (C-15); 20,9 (C-1); 22,7 (C-14); 26,5-
31,8 (C-7 a C-13); 50,4 (C-6); 57,7 (C-3); 123,5 (C-5); 142,8 (C-4); 170,9 (C-2).

Figura 76 - Espectro de RMN de '*C do derivado T4-a (CDCls;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 77 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado T-4a.
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Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (CisH2:N30,) requer m/z 281,3938,
encontrado 281,3954.

Nomenclatura: Acetato de (1-dodecil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila T-4b

o} 3 F.M = C|;H;N;0,
M 245 6 8 10 12 14 16 M.M. = 309,44

) 7 9 1 13 15 C. F. = solido bege
N=N 7 Rri-o0g8

Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)
Revelador = vapor de iodo
F.F=61,6-62,5°C
Rendimento = 80%

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, 3H, J = 6,9, H-17); 1,30 (m, 18H,
H-8 a H-16); 1,91 (m, 2H, H-7); 2,09 (s, 3H, H-1); 4,35 (t, 2H, J = 7,3 H-6); 5,22 (s, 2H, H-
3); 7,60 (s, 1H, H-5).
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Figura 78 - Espectro de RMN de 'H do derivado T4-b (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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RMN de 3C (125 MHz, CDCL) & (ppm): 14,1 (C-17); 20,9 (C-1); 22,7 (C-16); 26,5-
31,9 (C-7 a C-15); 50,4 (C-6); 57,7 (C-3); 123,5 (C-5); 142,7 (C-4); 170,9 (C-2).

Figura 79 - Espectro de RMN de '*C do derivado T4-b (CDCl;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 80 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado T-4b.

309 4443

Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (C17H31N30,) requer m/z 309,4464,
encontrado 309,4443.

Nomenclatura: Acetato de (1-tetradecil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila T-4¢

0 3 F.M = CgH;5N;0,
P /\4(§ 6 8 10 12 14 16 18 MM. = 337,27
17,0 “ N B
N=N 7 9 1 13 15 17 19 C. F. = s6lido marrom

Rf=0,7
Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)
Revelador = vapor de iodo
F.F = 66,2-67,8°C
Rendimento = 77%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, 3H, J = 6,3, H-19); 1,28 (m,
22H, H-8 a H-18); 1,92 (m, 2H, H-7); 2,09 (s, 3H, H-1); 4,35 (t, 2H, J = 6,9 H-6); 5,23
(s, 2H, H-3); 7,61 (s, 1H, H-5).
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Figura 81 - Espectro de RMN de 'H do derivado T4-¢ (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 14,1 (C-19); 20,9 (C-1); 22,7 (C-18); 26,5-
31,9 (C-7 a C-17); 50,5 (C-6); 57,7 (C-3); 123,6 (C-5); 142,9 (C-4); 170,9 (C-2).

Figura 82 - Espectro de RMN de !*C do derivado T4-c (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Nomenclatura: Acetato de (1-hexadecil-1H-1,2,3-triazol-4-il) metil acetato T-4d

o}
3
AOA%S\ 6 8 10 12 14 16 18 20 F.M = C,;Hy,N;0,
172 NN T G 21 MM.=36555
N=N 17 49 C. F. = s6lido bege
Rf=0,7

Eluente: MeOH/CH,Cl, (97:3)
Revelador = vapor de iodo

F. F =72,1-73,0°C
Rendimento = 78%

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) 3 (ppm), J(Hz): 0,90 (t, 3H, J = 6,8, H-21); 1,31 (m,
26H, H-8 a H-20); 1,92 (m, 2H, H-7); 2,10 (s, 3H, H-1); 4,36 (¢, 2H, J = 7,3 H-6); 5,23

(s, 2H, H-3); 7,60 (s, 1H, H-5).

Figura 83 - Espectro de RMN de 'H do derivado T4-d (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14,1 (C-21); 20,9 (C-1); 22,7 (C-20); 26,5-31,9
(C-7TaC-19); 50,5 (C-6); 57,7 (C-3); 123,6 (C-5); 142,9 (C-4); 170,9 (C-2).
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Figura 84 - Espectro de RMN de '*C do derivado T4-d (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 85 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado T-4d.
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Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (C21H30N30.) requer m/z 365,5533,
encontrado 365,5580.
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7.1.9 Preparacio dos sais dos derivados 1,2,3-triazdlicos com acetila na cadeia lateral

TS-4(a-h)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1,0 eq. dos triazois precursores T-
4(a-d) e os haletos de alquila (10,0 eq.) iodometano e 1-iodopropano em 10 mL de
acetonitrila. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo constante em refluxo durante 48
horas. Apo6s esse periodo de tempo observou-se por CCD o aparecimento de um produto
mais polar do que o material de partida. O solvente da reagdo e os possiveis residuos foram
removidos sob pressao reduzida obtendo-se os derivados haletos, na forma de 6leos e sdlidos

com rendimentos entre 40% e 87%.

Nomenclatura: Iodeto de 4-(acetoximetil)-1-decil-3-metil-1H-1,2,3-triazol-3-i0 TS-4a

O —
P 3,5 6 8 10 12 14 F.M = C,H;IN;0,
17,707 A M.M. = 423,14
2 + N ;
N=N 7 9 11 13 15 C. F. = s6lido marrom
/s
16 I Rf=0,3

Eluente: MeOH/CH,CI, (95:5)
Revelador = vapor de iodo

F. F =66,9-68,7 °C
Rendimento = 87%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) 6 (ppm), J(Hz): 0,88(t, 3H, J = 7,0, H-15); 1,29 (m, 14H,
H-8 a H-14); 2,05 (m, 2H, H-7); 2,16 (s, 3H, H-1); 4,48 (s, 3H, H-16); 4,71 (t, 2H, J = 17,5
H-6); 5,55 (s, 2H, H-3); 9,33 (s, 1H, H-5).
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Figura 86 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-4a (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 14,1 (C-15); 20,7 (C-1); 22,7 (C-14); 26,2-31,9
(C-7 a C-13); 39,6 (C-16); 54,2 (C-6); 54,6 (C-3); 131,6 (C-5); 139,2 (C-4); 170,3 (C-2).

Figura 87 - Espectro de RMN de '*C do derivado TS-4a (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 88 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado TS-4a.
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Fonte: Elaborada pela autora.

MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (C16H30N30>) requer m/z 296,4278,
encontrado 296,4266.

Nomenclatura: Iodeto de 4-(acetoximetil)-1-dodecil-3-metil-1H-1,2,3-triazol-3-i0 TS-4b

0
PR 345 6 8 10 12 14 16 F.M = C,H3,IN;0,
175707 M.M. = 451,17
NN 79 118 T8 T 6 R lido bege
18 I Rf = 0,4

Eluente: MeOH/CH,Cl, (95:5)
Revelador = vapor de iodo

F. F=75,3-76,5°C
Rendimento = 75%

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, 3H, J = 6,8, H-17); 1,27 (m, 18H,
H-8 a H-16); 2,07 (m, 2H, H-7); 2,16 (s, 3H, H-1); 4,47 (s, 3H, H-18); 4,71 (t, 2H, J = 7.5
H-6); 5,55 (s, 2H, H-3); 9,29 (s, 1H, H-)).
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Figura 89 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-4b (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14,1 (C-17); 20,7 (C-1); 22, 7 (C-16); 26,2-31,9
(C-7 a C-15); 39,6 (C-18); 54,2 (C-6); 54,6 (C-3); 131,6 (C-5); 139,2 (C-4); 170,3 (C-2).

Figura 90 - Espectro de RMN de "*C do composto TS-4b (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 91 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado TS-4b.
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Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (CisH3N30,) requer m/z 324,4809,
encontrado 324,4869.

Nomenclatura: Iodeto de 4-(acetoximetil)-3-metil-1-tetradecil-1H-1,2,3-triazol-3-i0 TS-4c¢

)k 345 6 8 10 12 14 16 18 F.M = C5H35IN30,
1775707 Ny M.M. = 479,20
N=y 7 9 11 13 15 17 19 ¢ k.= solido amarelo
20 I Rf = 0,4

Eluente: MeOH/CH,Cl, (95:5)
Revelador = vapor de iodo

F. F = 86,2-88,2°C
Rendimento = 73%

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,90 (t, 3H, J = 6,5, H-19); 1,27 (m, 22H,
H-8 a H-18); 2,07 (m, 2H, H-7); 2,17 (s, 3H, H-1); 4,47 (s, 3H, H-20); 4,72 (t, 2H, J = 7,6
H-6); 5,55 (s, 2H, H-3); 9,28 (s, 1H, H-5).



124

Figura 92 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-4¢ (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de 3C (125 MHz, CDCls) & (ppm): 14,1 (C-19); 20,7 (C-1); 22,7 (C-18); 26,2-31,9
(C-7 a C-17); 39,6 (C-20); 54,2 (C-6); 54,6 (C-3); 131,6 (C-5); 139,2 (C-4); 170,3 (C-2).

Figura 93 - Espectro de RMN de "*C do derivado TS-d¢ (CDCl3, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 94 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado TS-4c.

- T — ~ —p———— .
342 344 M6 346 350 382 354 156 358 360 362 354 366 3A8
ry

Fonte: Elaborada pela autora.

MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (C2H3sN30>) requer m/z 352,5341,
encontrado 352,5377.

Nomenclatura: Iodeto de 4-(acetoximetil)-1-hexadecil-3-metil-1H-1,2,3-triazol-3-i0 TS-

4d
O 3 F.M = C,,Hy,IN;0,
] )ko/\dzs\ 6 8 10 12 14 16 18 20 M.M. = 507,23
2 + N s
21 C. F. = s6lido marrom
N=\ 7 9 1 13 15 17
~ N 19 Rf =04
22 |

Eluente: MeOH/CH,Cl, (95:5)
Revelador = vapor de iodo

F. F=90,6-92,3°C
Rendimento = 87%

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, 3H, J = 6,9, H-21); 1,27 (m, 26H,
H-8 a H-20); 2,06 (m, 2H, H-7); 2,17 (s, 3H, H-1); 4,48 (s, 3H, H-22); 4,72 (t, 2H, J = 7,6
H-6); 5,55 (s, 2H, H-3); 9,28 (s, 1H, H-5).
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Figura 95 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-4d (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl;) & (ppm): 14,1 (C-21); 20,7 (C-1); 22,7 (C-20); 26,2-31,9
(C-7aC-19); 39,8 (C-22); 54,3 (C-6); 54,7 (C-3); 131,6 (C-5); 139,2 (C-4); 170,2 (C-2).

Figura 96 - Espectro de RMN de "°C do derivado TS-4d (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 97 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado TS-4d.
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Fonte: Elaborada pela autora.

MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (C22H4N30,) requer m/z 380,5872,
encontrado 380,5874.

Nomenclatura: Iodeto de 4-(acetoximetil)- 1-decil-3-propil-1H-1,2,3-triazol-3-i0 TS-4e

O
3 . 5 F.M = C gH;,IN;0
245 6 8 10 12 14 15H34IN;0,
17707 Yy M.M. = 451,17
N=N 7 9 11 13 15 C. F. = 6leo marrom
16 I- Rendimento = 68%
17

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,87 (t, 3H, J = 6,5, H-15); 1,06 (t, 3H, J
=17,2, H-18); 1,26 (m, 14H, H-8 a H-14); 2,07 (m, 4H, H-7 e H-17); 2,18 (s, 3H, H-1); 4,66
(t,3H, /=173, H-6); 4,76 (t, 2H, J = 7,5 H-16); 5,54 (s, 2H, H-3); 9,43 (s, 1H, H-5).
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Figura 98 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-4e (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl;) 8 (ppm): 10,9 (C-18); 14,1 (C-15); 20, 8 (C-1); 26,2-31,8
(C-7 aC-14 e C-17); 53,9 (C-16); 54,4 (C-6); 54,7 (C-3); 131,8 (C-5); 138,6 (C-4); 170,0
(C-2).

Figura 99 - Espectro de RMN de "*C do derivado TS-d4e (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 100 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado TS-4e.

i
504

v - v—y—— ey . e v r—— S—
310 315 320 325 330 335 340 M5 350 355 360 365

Fonte: Elaborada pela autora.
MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (CisH3N30,) requer m/z 324,4809,
encontrado 324,4823.

Nomenclatura: Iodeto de 4-(acetoximetil)-1-dodecil-3-propil-1H-1,2,3-triazol-3-io TS-4f

O
345 6 8 10 12 14 16 F.M = CaoHyIN;0,
1 )ZJ\O/Y\N M.M. = 479,20
N:NI 7 9 1M 13 15 17 C. F. = 6leo marrom
18} I Rendimento = 65%
19

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,84 (t, 3H, J = 6,8, H-17); 1,02 (t, 3H, J
=17,4, H-20); 1,21 (m, 18H, H-8 a H-16); 2,07 (m, 4H, H-7 e H-19); 2,12 (s, 3H, H-1); 4,64
(t,3H, /=173, H-6); 4,72 (t, 2H, J = 7,4 H-18); 5,51 (s, 2H, H-3); 9,37 (s, 1H, H-5).



130

Figura 101 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-4f (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 10,9 (C-20); 14,1 (C-17); 20, 8 (C-1); 22,5 (C-
19); 22,7 (C-16); 26,1-31,8 (C-7 a C-15); 53,9 (C-18); 54,4 (C-6); 54,7 (C-3); 131,8 (C-5);
138,6 (C-4); 170,0 (C-2).

Figura 102 - Espectro de RMN de '*C do derivado TS-4f (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 103 - Espectro de massas (MALDI-TOF MS) do derivado TS-4f.
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Fonte: Elaborada pela autora.

MALDI-TOF MS: calculado para [M]" (C2H3sN30>) requer m/z 352,5341,
encontrado 352,5307.

Nomenclatura: Iodeto de 4-(acetoximetil)- 1-tetradecil-3-propil-1H-1,2,3-triazol-3-io TS-

dg
(6]

)L 10 12 14 16 18 F.M = Cy,H,pIN;O,
/Y\ M.M. = 507,49
j N=N 1 13 15 47 19 C.F. = 6leo marrom

Rendimento = 20%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) & (ppm), J(Hz): 0,91 (t, 3H, J = 8,5, H-19); 1,08 (t, 3H, J
=17,4, H-22); 1,27 (m, 22H, H-8 a H-18); 1,92 (m, 4H, H-7 e H-21); 2,17 (s, 3H, H-1); 4,65
(t, 2H, J =173, H-6); 4,76 (t, 2H, J = 7,5 H-20); 5,53 (s, 2H, H-3); 9,42 (s, 1H, H-5).
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Figura 104 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-4g (CDClz, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl;) 8 (ppm): 10,9 (C-22); 14,1 (C-19); 20, 8 (C-1); 26,2-31,8
(C-7 a C-19 e C-21); 53,9 (C-20); 54,4 (C-6); 54,7 (C-3); 131,8 (C-5); 138,6 (C-4); 170,0
(C-2).

Figura 105 - Espectro de RMN de '*C do derivado TS-4g (CDCl;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Nomenclatura: Iodeto de 4-(acetoximetil)- 1-hexadecil-3-propil-1H-1,2,3-triazol-3-io TS-

4h
Q 3 F.M = C,,H/,IN;O
45 g 8 10 12 14 16 18 20 -M = CyyHy6IN;0,
1 )ZLO/\{\N M.M. = 535,26
N=N 7 9 11 13 15 17 49 21 C. F. = 6leo marrom
22; I Rendimento = 60%
23

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm), J(Hz): 0,90 (t, 3H, J = 6,9, H-21); 1,09 (t, 3H, J
= 7.4, H-24); 1,27 (m, 26H, H-8 a H-20); 2,12 (m, 4H, H-7 e H-23); 2,18 (s, 3H, H-1); 4,64
(t, 2H, J = 7,4, H-6); 4,76 (t, 2H, J = 7,5 H-22); 5,51 (s, 2H, H-3); 9,31 (s, 1H, H-5).

Figura 106 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-4h (CDCl;, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de BC (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 10,9 (C-24); 14,1 (C-21); 20, 7 (C-1); 22,6 (C-
23); 22,7 (C-20); 26,2-31,9 (C-7 a C-19); 53,7 (C-22); 54,3 (C-6); 54,9 (C-3); 131,8 (C-5);
138,6 (C-4); 170,0 (C-2).
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Figura 107 - Espectro de RMN de '3C do derivado TS-4h (CDCls;, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

7.1.10 Preparacio dos derivados 1,2,3-triazélicos com ésteres funcionalizados na cadeia

lateral T-5e T-6

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1 equivalente de acido bromo
acético (T-5) ou acido desoxicolico (T-6), 1,05 equivalentes do derivado T-1d e quantidade
catalitica de DMAP em diclorometano. A seguir, adicionou-se 1,05 equivalentes de DCC. A
mistura reacional foi mantida em agitacdo constante em temperatura ambiente durante 48h.
ApOs esse intervalo de tempo, verificou-se por CCD a possivel formag¢do dos produtos
almejados, porém houve a formacao de subprodutos. Adicionou-se acetato de etila a mistura
reacional para que houvesse a precipitagdo do DCU (um dos subprodutos da reacido). O DCU
foi filtrado e, apds a evaporagao do solvente, os produtos foram obtidos na forma de sélidos
através de purificagdo por coluna cromatografica, utilizando como eluente uma mistura de
MeOH/CH2Cl> gradiente (produtos obtidos nas fracdes 5% e 10% de MeOH,

respectivamente) em rendimentos iguais a 29% e 33%, respectivamente.
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Nomenclatura: 2-Bromoacetato de (1-decil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila T-5

o S rs s s Decmne
r 1 N N NN L= 200,
) O/\(\N 15 o

1 N:N' 7 9 11 13 C. F. = s6lido branco

F.F.= 82,8°C-84,4°C
Rendimento = 29%

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, 3H, J = 7,0, H-15); 1,30 (m, 14H,
H-8 a H-14); 1,92 (qui, 2H, J = 7,3, H-7); 3,87 (s, 2H, H-1); 4,36 (t, 2H, J = 7,3, H-6); 5,33
(s, 2H, H-3); 7,64 (s, 1H, H-5).

Figura 108 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-5 (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de 3C (125 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 14,1 (C-15); 22,7 (C-14); 25,7-31,9 (C-1,C-7 a
C-13); 50,5 (C-3); 59,3 (C-6); 123,8 (C-5); 141,9 (C-4); 167,2 (C-2).
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Figura 109 - Espectro de RMN de '*C do derivado T-5 (CDCls, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nomenclatura: (R)-Pentanoato de (1-decil-1H-1,2,3-triazol-4-il)methila 4-
((3R,5R,8R,9S,108,12S,13R,14S,17R)-3,12-dihidroxi-10,13-dimetillhexadecahidro-1H-

ciclopentala]fenantren-17-il) T-6

F.M = C3;H¢3N;0,
M.M. = 613,91

C. F. = slido branco
F.F. = 65,3°C-66,0°C
Rendimento = 33%

RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) o (ppm), J(Hz): 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H-37); 1,12 (m,
33H); 1,69 (m, 14H); 1,94 (m, 2H, H-22); 3,52 (m, 2H, H-3 e H-13); 4,09 (s, 2H, OH); 4,37
(t, J=17,5, 2H, H-28); 4,83 (s, 2H, H-25); 7,53 (s, 1H, H-27).
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Figura 110 - Espectro de RMN de 'H do derivado T-6 (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

RMN de *C (125 MHz, CDCl) & (ppm): (14,1, C-37); 26,5-31,8 (C-1 a C-12, C-15 a C-
23 e C-29 a C-36); 50,4 (C-28); 46,5-47,2 (C-14, C-16 e C-19); 56, 4 (C-25); 71,8 (C-13);
73, 2 (C-3); 121, 6 (C-27); 147,7(C-26) ;174,2 (C-24).

Figura 111 - Espectro de RMN de '*C do derivado T-6 (CDCl3, 125 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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7.1.11 Preparacao dos sais dos derivados 1,2,3-triazdlicos com ésteres funcionalizados

na cadeia lateral TS-5 e TS-6

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1,0 eq. dos triazdis precursores, T-
5 e T-6, e 10,0 equivalentes de iodometano em 5 mL de acetonitrila. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo constante em refluxo durante 48 horas. Apds esse periodo de tempo,
observou-se por CCD o aparecimento de um produto mais polar do que o material de partida.
O solvente da reacdo e os possiveis residuos foram removidos sob pressio reduzida obtendo-

se os derivados haletos, na forma de 6leo e s6lido com rendimentos iguais a 34% e 75%.

Nomenclatura: Iodeto de 4-((2-bromoacetoxi)metila)-1-decil-3-metil-1H-1,2,3-triazol-3-io

TS-5
o) F.M = C;¢H,4BrIN;0,
3 5 6 8 10 12 14
Br. 4 AN NN M.M. =502,22
\)}o Z N 15 C.F =6l
1 ra 7 9 1 13 . F. = 6leo amarelo
/N N Rendimento = 34%

16 |

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,90 (t, 3H, J = 6,5, H-15); 1,30 (m, 14H,
H-8 a H-14); 2,06 (m, 2H, H-7); 3,51 (s, 3H, H-16); 4,38 (s, 2H, H-1); 4,60 (t, 2H, J = 7,3,
H-6); 5,02 (s, 2H, H-3); 8,89 (s, 1H, H-5).

Figura 112 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-5 (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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RMN de *C (125 MHz, CDCls) & (ppm): (14,1, C-14); 22,7 (C-15); 26,2- 31,3 (C-1,C-7 a
C-13); 38,2 (C-16); 52,6 (C-3); 59,5(C-6); 129,9 (C-5); 144,3(C-4) ;168,7 (C-2).

Figura 113 - Espectro de RMN de '*C do derivado TS-5 (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nomenclatura: Iodeto de 1-decil-4-((((R)-4-((3R,5R,8R,9S,108S,128S,13R,14S,17R)-3,12-
dihidroxi-10,13-dimetilhexadecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-
il)pentanoil)oxi)metila)-3-metila-1H-1,2,3-triazol-3-i0 TS-6

F.M = C33HIN;04
M.M. = 755,85

C. F. = 6leo marrom
Rendimento = 75%

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm), J(Hz): 0,89 (t, J = 7,0 Hz, 3H, H-37); 1,19 (m,
33H); 1,37(m, 8H); 1,71 (m, 8H); 1,93 (m, 2H, H-23); 3,50 (m, 2H, H-3 e H-13); 4,39 (s,
3H, H-38); 4,62 (t,J = 7,5, 2H, H-28); 5,03 (s, 2H, H-25); 8,93 (s, 1H, H-27).
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Figura 114 - Espectro de RMN de 'H do derivado TS-6 (CDCls, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
RMN de '*C (125 MHz, CDCL) & (ppm): (14,1, C-37); 22,7-33,7 (C-1 a C-16, C-20 a C-
23 e C-28 a C-36); 39,1 (C-38); 49,5 (C-17 a C-19); 52,7 (C-25); 54,4 (C-3 e C-13); 129, 9

(C-27); 144,7(C-26) ;175,6 (C-24).

Figura 115 - Espectro de RMN de "*C do derivado TS-6 (CDCl3, 500 MHz).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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8 CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados 44 compostos, sendo 16 compostos
precursores e 28 derivados 1,2,3-triazdlicos inéditos.

Esses derivados inéditos foram obtidos através de variadas metodologias, sendo elas:
reacdo do tipo “click chemistry”, reagcdo de substitui¢ao nucleofilica bimolecular, reacdo de
N-alquilagdo, acetilacdo e também esterificagdo. Esses compostos foram obtidos nas formas
de soélidos e 6leos com rendimentos que variaram de 29% a 87%. Para a caracterizagdo,
utilizou-se as técnicas de ponto fusdo (para os derivados s6lidos), espectrometria de massas
e ressonincia magnética nuclear de 'H e '*C e também a técnica em 2D HSQC, quando
necessario.

Os derivados foram avaliados nas formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, bem como o efeito toxico em macréfagos. Dentre os compostos testados, de
maneira geral, todos os sais apresentaram resultados superiores em relagdo aos seus
precursores nao idnicos e o derivado TS-2c¢ foi o que apresentou os melhores resultados (Clso
de 3,61 uM e 7,61 uM em formas promastigota e amastigota de L. amazonensis,
respectivamente), exibindo um efeito antileishmanial superior a miltefosina (Clso> 10,0 uM),
um dos farmacos utilizados como referéncia, nas condi¢des testadas. Além disso, o0 composto
TS-2c¢ apresentou baixa citotoxicidade em macréfagos peritoneais murinos (CCsp76,65) com
um indice de seletividade de cerca de 10.

Devido aos promissores resultados obtidos nos testes in vitro, o composto TS-2¢ foi
submetido a um estudo in vivo, porém ndo apresentou resultados satisfatérios no figado e
bago, uma vez que ndo foi capaz de diminuir a carga parasitaria nesses 6rgaos. Todavia, os
resultados obtidos nos testes in vitro estimulam estudos futuros utilizando outras espécies de
Leishmania, como a L. amazonensis, bem como variagdes nas rotas de tratamento, incluindo

tratamento intralesional.
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APENDICE B- Estruturas quimicas dos compostos sintetizados
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ANEXO A- Certificados CEUA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n®. 006/2017 — CEUA sobre “Estudo in vivo da agéo
leishmanicida de bioisésteros da miltfosina em Leshmania chagasi” projeto de
pesquisa sob a responsabilidade de ELAINE SOARES COIMBRA com &
colaboragao de AYLA DAS CHAGAS ALMEIDA estd de acordo com 0s Principios
Eticos na Experimentacao Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido
realizada em 04/04/2017. Para o desenvolvimento da pesquisa serdo utilizados 100
camundongos isogénico Balb/c (100 femeas) de 4-6 semanas de idade. conforme
solicitado e que serdo utilizados no periodo 01/08/2017 a 30/04/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n®. 006/2017 — CEUA about “Estudo in vivo da agao
leishmanicida de bioisosteros da miltfosina em Leshmania chagasi”, under
responsability of ELAINE SOARES COIMBRA and collaboration of AYLA DAS
CHAGAS ALMEIDA is in agreement with the Ethical Principles in Animal Research
adopted by Brazilian Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and
was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF - ETHICAL
COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in 04/04/2017. For the development
of this research 100 Balb / ¢ isogenic mice (100 females) from 4-6 weeks of age, will
be delivered as requested in the period of 01/08/2017 to 30/04/2018.

Juiz de Fora, 29 de junho de 2017

T &

Vice-coordenadora Coordenéora
CEUA CEUA
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que ¢ protocolo n®. 007/2018 - CEUA sobre “Avaliagao da citotoxicidade in vitro
de compostos SiNtéticos ou naturais em macréfagos pertoneais de camundongos BALB/C,
referentes acs lotes 2019,2020 e 2021", projeto de pesquisa sob a responsabilidade de
Elaine Soares Coimbra a colaboragdo de Ayla das Chagas Almeida e Juliana da Trindade
Granato, estd de acordo com os Principios Eticos na Exparimentagao Animal, adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF em reunido realizada em 03/04/2018. Para o desenvolvimento da
pesquisa serdo utilizados 108 fémeas sendo Camundongo isogénico BALB/C de 4.6
semanas, projetc a ser realizado no biotério localizado no Institute de Ciéncias Biologicas,
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia, da Universidade Federal de Juiz
de Fora,conforme solicitado e que serdo utilizados no perfodo 01/01/2019 a 31/12/2021. ©
prazo de validade desse certificado € equivalente a vigéncia do projeto prorrogavel por mais
um ano, desde que seja enviada justificativa a CEUA durante a vigéncia do projeto.

CERTIFICATE

We certify that protocol no. 007/2018 - CEUA on "Evaluation of the in vitro cytotoxicity of
synthetic or natural compounds in peritoneal macrophages of BALB / ¢ mice, for lots
2019.2020 and 2021", research project under the respensibility of Elaine Soares Coimbra
Ayla collaboration of Chagas Almeida and Juliana da Trindade Granato, is in accordance
with the Ethical Principles on Animal Experimentation, adopted by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the ANIMAL ETHICS
COMMISSION (CEUA) of PRO- REITORIA DE PESQUISA / UFJF at a meeting held on
04/03/2018. For the development of the research, 108 females will be used, being a BALB/c
isogenic mouse of 4-6 weeks, a project to be carried out in the laboratory located at the
Institute of Biological Sciences Department of Parasitology, Microbiology and Immunoiogy,
Federal University of Juiz de Fora, according to and will be used in the period 01/01/2018 to
12431/2021. The term of validity of this certificate is equivalent to the validity of the project
extendable for another year, provided that justification is sent to CEUA during the validity of
the project.

Juiz de Fora, 04 de abril de 2018.
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CERTIFICADO

Certificamos que o protocoio n®. 008/2018 - CEUA sobre “Avaliagdo da atividade
antileishmanial in vitro de compostos sintéticos ou naturais em macréfogos infectados com
Leifhrmamia sp, referentes aos lotes 2018, 2020 e 20217, projetc de pesquisa sob a
responsabilidade de Elaine Soares Coimbra a colaboragdo de Ayla das Chagas Almeida e
Juliana da Trindade Granato, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo
Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e fol aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USQO DE ANIMAIS (CEUA) da
PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF em reunido realizada em 03/04/2018. Para o
desenvolvimento da pesquisa serdo utilizados 432 fémeas sendo Camundongo isogénico
BALB/c de 4-8 semanas, projeto a ser realizado no biotério localizade no Centro de Biologia
da Reproducio da Universidade Federal de Juiz de Foraconforme solicitado e que serdo
utilizados no periode 01/01/2019 a 31/12/2021. O prazo de validade desse certificado €
equivalente a vigéncia do projeto promogavel por mais um ano, desde que seja enviada
justificativa a CEUA durante a vigéncia do projeto.

CERTIFICATE

We certify that protocol no. 008/2018 - CEUA on "Evaluation of the in vitro antileishmanial
activity of synthetic or natural compounds in Leihmania sp infected macrophages referring to
lots 2019, 2020 and 2021", research project under the responsibility of Elaine Socares
Coimbra, the collaboration of Ayla Chagas Almeida and Juliana da Trindade Granato, is in
accordance with the Ethical Principles on Animal Experimentation, adopted by the National
Council for the Control of Animal Experimentation {CONCEA), and was approved by the
PRE-REITORIAL ANIMAL ETHICS COMMISSION (CEUA) OF RESEARCH [/ UFJF at a
meeting held on 04/03/2018. For the development of the research will be used 432 females
being isogenic mouse BALB / ¢ of 4-6 weeks, a project to be carried out in the bioterrorist
located at the Reproductive Biclogy Center of the Federal University of Juiz de Fora, as
requested and that will be used in the period 01/01/2019 to 12/31/2021. The term of validity
of this certificate is equivalent to the validity of the project extendable for another year,
provided that justification is sent to CEUA during the validity of the project.

Juiz de Fora, 04 de abril de 2018.
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CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n. 012/2015 — CEUA sobre “Avaliacdo da atividade
Jeishmanicida in vitro de compostos sintéticos ou naturais em macrofagos infectados
com Leishmania sp, referentes aos lotes 2016, 2017 ¢ 2018” projeto de pesquisa sob a
responsabilidade de ELAINE SOARES COIMBRA com a colaboragio de PATRICIA
DE ALMEIDA MACHADO e LUCIANA MARIA RIBEIRO ANTINARELLI esti de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunifio realizada em 12/07/2016. Salicntamos, porém, ser
necessario o Parecer da Comissio de Biosseguranga para experimentos com patégenos
in vitro. Para o desenvolvimento da pesquisa serdo liberados 336 camundongos da
linhagem BALB/c (336 fémeas) de 4 a 6 semanas de idade conforme solicitado ¢ que
serao utilizados no periodo de 01/09/2016 a 31/12/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol no. 012/2015 - CEUA about ““Avalia¢do da atividade
leishmanicida in vitro de compostos sintéticos ou naturais em macréfagos infectados
com Leishmania sp, referentes aos lotes 2016, 2017 ¢ 2018” under responsability of
Elaine Soares Coimbra and collaboration of PATRICIA DE ALMEIDA MACHADO
and LUCIANA MARIA RIBEIRO ANTINARELLI - is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF - ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
12/07/2016. We  stress, however, may require the Opinion of the
biosecurity Commission for experiments with pathogens in vitro. For the development
of this research 336 mice of lineage BALB/¢ (336 females) of 4 to 6 weeks of age, will
be delivered as requested in the period of 01/09/2016 to 31/12/2018.

Juiz de Fora, 13 de Julho de 2016
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CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n®. 013/2015 — CEUA sobre “AVALIACAO DA
CITOTOXICIDADE IN VITRO DE COMPOSTOS SINTETICOS OU NATURAIS EM
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS BALB/C, REFERENTES
AOS LOTES 2016, 2017 E 2018” projeto de pesquisa sob a responsabilidade de
ELAINE SOARES COIMBRA com a colaboragio de PATRICIA DE ALMEIDA
MACHADO e LUCIANA MARIA RIBEIRO ANTINARELLI esta de acordo com os
Principios Fticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentag¢do Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF,
em reunido realizada em 12/07/2016. Para o desenvolvimento da pesquisa serdo
liberados 84 camundongos da linhagem BALB/c (84 fémeas) de 4 a 6 semanas de idade
conforme solicitado e que serdo utilizados no periodo de 01/09/2016 a 31/12/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol no. 013/2015 - CEUA about “Avaliacdo da citotoxicidade
in vitro de compostos sintéticos ou naturais em macrofagos peritoneais de camundongos
Balb/c, referentes aos lotes 2016, 2017 e 2018 under responsability of Elaine Soares
Coimbra and collaboration of PATRICIA DE ALMEIDA MACHADO and LUCIANA
MARIA RIBEIRO ANTINARELLI - is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal F\(perlmcntanon
(CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE PE SQUISA/UFIF -
ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in 12/07/2016. For the
development of this rescarch 84 mice of lineage BALB/c (84 females) of 4 to 6 weeks
of age, will be delivered as requested in the period of 01/09/2016 to 31/12/2018.

Juiz de Fora, 13 de Julho de 2016
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