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RESUMO

O céncer é um termo genérico que se refere a um conjunto de mais de 100 tipos de doengas,
as quais se assemelham pelo crescimento celular desordenado. As HSP90 s&o chaperonas
ATP-dependente responsaveis pela ativacao e estabilizacdo de mais de 200 proteinas. Muitas
destas proteinas sdo relacionadas ao cancer e necessitam da HSP90 para exercerem suas
atividades. Assim, inibidores da HSP90 sdo promissores, pois possibilitam inibir de maneira
indireta varias proteinas oncogénicas simultaneamente. Sdo descritos inibidores dos dominios
N-terminal e C-terminal, sendo estes mais vantajoso que aqueles. O Novobiocin foi o
primeiro composto identificado como inibidor do dominio C-terminal da HSP90. Atualmente,
diversos analogos ao Novobiocin tem sido sintetizados, afim de se estabelecer a relacédo
estrutura-atividade, objetivando desenvolver analogos mais potentes. Assim, o objetivo deste
trabalho foi obter duas séries analogas ao Novobiocin. O planejamento das séries foi baseado
na manutencdo do nucleo cumarinico presente no Novobiocin; troca isostérica do grupo
amida, que liga a cumarina ao anel 4-hidroxi-3-(3-metillbut-2-il)-benzamida, pelo anel
[1,2,3]-triazol; e exploracdo de grupos metoxila (AN1) e hidroxila (AN2) em substituicdo a
subunidade noviose. As séries AN1 (76a-g) e AN2 (77a-g) foram sintetizadas a partir das
reacOes de: O-metilacdo da 7-hidroxi-cumarina (83); bromacdo da posicdo 3 da 7-metoxi-
cumarina (82); reacdo de acoplamento cruzado de Sonogashira, a partir da 3-bromo-7-R-
cumarina (8la-b); desprotecdo do grupamento trimetilsilila da 7-R-3-((trimetilsilil)etenil)-
cumarina (88a-b); e por fim, sintese do anel triazolico, através da reagdo de cicloadicéo 1,3-
dipolar catalisada por cobre (CuAAc), utilizando 3-etenil-7-R-cumarina (80a-b) e azidas
aromaticas. Vale ressaltar que, a 3-bromo-7-hidroxi-cumarina (81b) foi obtida a partir do
composto chave, 3-bromo-7-metdxi-cumarina (81a) via reacdo de O-demetilacdo. Obteve-se
12 compostos (76a-g e 77a-g) sendo que 8 (76a-b, 77d) foram, satisfatoriamente, purificados
e, entdo, caracterizados por técnicas espectroscopicas (IV, RMN 'H e 3C). Também foi
constatado que a sintese “one-pot” de 7-metoxi-3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-cumarina 76b
partir do composto 88a (R=86%) foi mais eficiente que a realizada em duas etapas,
desilinagdo/CuAAC (Rgioba= 47,2%). Os resultados sdo satisfatorios e promissores, além disso
ndo hd na literatura descricdo das atividades bioldgica dos compostos sintetizados. Em
continuacdo a este trabalho, os compostos puros (76a-b, 77d) serdo devidamente ensaiados
frente a células das linhagens de cancer de mama SkBr3 e MCF-7.

PALAVRAS-CHAVE: cancer, HSP90, Novobiocin e [1,2,3]-triazois.



ABSTRACT

Cancer is a generic term related to more than 100 types of diseases which resemble each other
by their disorganized cellular growth. HSP90 are ATP-dependent chaperones responsible for
the activation and stabilization of more than 200 proteins. Most of these proteins are
connected to cancer and need HSP90 to execute their activities. Thus, HSP90 inhibitors may
indirect inhibit plenty oncogenic proteins. According to the literature, there are N-terminal
and C-terminal domains, nevertheless, C-terminal inhibitors present more advantages. Then,
the advancement of C-terminal inhibitors represents an applicable alternative and an intense
field of study. Novobiocin is the first compound identified as C-terminal domain inhibitor.
Nowadays, Novobiocin analogues have been synthesized, besides its structure-activity
relationship elucidated in order to develop more potents analogues. For that reason, the goal
of this project is to obtain 2 analogue series of Novobiocin. The scheme of these series was
based on maintaining the coumaniric part presented on Novobiocin: isosteric replacement of
the amide group that binds coumarin to the 4-hydroxy-3-(3-methylbut-2-yl)-benzamide, by
the [1,2,3]-triazole; and exploration of methyl groups (AN1) and hydroxyl (AN2) in
substitution of subunit noviose. ANL1 series (76a-g) and AN2 (77a-g) were synthesized from
the followed reactions: 7-hydroxy-coumarine o-methylation (83); 7-methoxy-coumarine 3-
bromation (82); Sonogashira cross-coupling from 3-bromo-7-R-coumarine (8la-b); 7-R-3-
((trimethylsilyl)ethynyl-coumarine trimethylsilyl deprotection (88a-b); and lastly, synthesis of
the triazole ring, through cicloaddition reaction, 1,3-dipolar catalysed by copper (CuAAc),
using 3-ethynyl-7-R-coumarine (80a-b) and aromatic azides. It is worth taking into
consideration that 3-bromo-7-R-coumarine (81b) was obtained from the key compound, 3-
bromo-7-R-methoxy-coumarine (81a) by o-demethylation reaction. 12 compounds were
obtained (76a-g) and 8 of them (76a-b, 77d) were nicely purified and then, characterized by
spectroscopic techniques (IR, *H and *3C NMR). The “one-pot” synthesis of 7-methoxy-3-
(1H-1,2,3-triazole-4-phenyl)-coumarine 76b from 88a compound (Yield=86%) was more
efficient than the one realized in two steps (global yield=47,2%). Results are potential and
satisfactory, moreover there is no citation in any literature about biological activities of the
synthesized compounds. Continuing this work, the pure compounds (76a-b, 77d) will be
tested on breast cancer cell lines SkBr3 and MCF-7.

KEYWORDS: cancer, HSP90, Novobiocin, [1,2,3]-triazoles.
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RMN — ressonancia magnética nuclear



RNA — acido ribonucleico (ribonucleic acid)
SAR — Relacdo estrutura-atividade (structure-activity relationship)

SKBr3 — células da linhagem de cancer de mama isolada pelo Centro de Cancer Sloan-

Kettering (Sloan-Kettering Cancer Center)
Sn2 — substituicdo nucleofilica bimolecular
THF — tetraidrofurano

TMS — tetrametilsilano

TMS-A — trimetilsililacetileno

TSAO - 2,5-Bis-O-(tert-butildimetilsilil)-pB-D-ribofuranosil]-3-espiro-5'-(4'-amino-1',2'-

oxatiol 2',2'-dioxida
UCSF — Universidade da Califérnia, Sdo Francisco (University of California, San Francisco)

VEGFR - receptor do fator de crescimento do endotélio vascular (vascular endothelial

growth factor receptors)
WHO - Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization)

& — deslocamento quimico
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Células normais respondem a um conjunto de complexos sinais internos e externos
que regulam seus processos fundamentais, como: crescimento, divisdo, maturacdo e morte.
Em condi¢Bes normais, as células recebem tanto sinais de estimulo quanto de supresséo,
sendo estes finamente equilibrados. Contudo, quando um ou mais sinais é alterado, as células
se dividem e se proliferam de forma descontrolada, e deixam de responder aos sinais normais,

perdendo suas caracteristicas regulares e, eventualmente, causando o cancer (PIERCE, 2010).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), cancer é um termo genérico que se
refere a um conjunto de mais de 100 tipos de doencas, as quais se assemelham pelo
crescimento celular desordenado. Tais células malignas podem invadir tecidos e 0Orgaos
vizinhos, ou até mesmo se espalhar para outras regides do corpo, isto é, sofrer metéastase
(Figura 1) (INCA, 2015).

Propagacao para
outros érgaos
(Metastase)

Figura 1: Proliferacdo descontrolada de células tumorais (Adaptado de UCSF, 2015).



Fundamentalmente, o cancer ¢ uma doenga genética, consequencia de multiplas
mutacdes, acumuladas durante a vida do individuo, sejam elas herdadas, espontaneas ou em
resposta ao ambiente (Figura 2) (PIERCE, 2010). Trata-se de um processo complexo de
varios estdgios que, também envolve outros fatores epigenéticos (hormonais,
cocarcinogénicos e efeitos de promog¢édo tumoral) que, por si s, ndo originam o cancer, porém

elevam as chances de mutacgdes genéticas resultarem nesta doenca (RANG & DALE, 2012).

Fatores ambientais possuem papel importante no desenvolvimento de muitos tipos de
cancer, por causar 0 aumento da taxa de mutagdes no organismo (PIERCE, 2008). Entre esses
fatores, incluem-se a exposicdo a irradiacdo ionizante, carcindgenos quimicos (ex.: benzenos,
corante azos, aflotoxinas, asbestos, raddnio), tabagismo e certos virus (HPV e HBV)
(KATZUNG & SALMONM, 2014).

Determinados genes, quando alterados, contribuem com a neoplasia. Assim sendo,
defeitos nos genes que codificam componentes do sistema de reparo do DNA impossibilitam
que erros provenientes do processo de replicacdo do DNA sejam corrigidos, aumentando a
taxa de mutacGes em outros genes. Além disso, mutacdes em genes que codificam o0s sinais
que controlam a divisdo celular, através do equilibrio fino entre estimulo e supressdo desses
sinais (proto-oncogenes e genes de supressdo tumoral respectivamente), também colaboram
como o cancer. Assim, proto-oncogenes ao serem mutados, convertem-se em oncogenes, que
estimulam a divisdo celular em momentos inapropriados. De outro modo, a divisdo celular
também pode ser estimulada através da inativacdo de genes de supressdao tumoral
responsaveis por suprimir tal processo (Figura 2) (PIERCE, 2010). Logo, transformacéo de
proto-oncogenes em oncogenes ou a inativacdo de genes de supressao tumoral pode propiciar
autonomia de crescimento a uma célula (RANG & DALE, 2012).
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Figura 2: Diagrama simplificado da génese do Cancer (Adaptado de RANG & DALE, 2012).

Células tumorais podem sofrer alteracdes fisioldgicas que coletivamente ditam e
mantém a proliferacdo do cancer. Tais modificacdes sdo também denominadas como
marcadores do cancer. Dentre as capacidades adquiridas pela maioria, se ndo, todos os tipos
de tumores estdo: auto-suficiéncia de sinais de crescimento, insensibilidade a sinalizagéo anti-
crescimento, inibicdo da apoptose, sustentacdo da angiogénese, invasdo e metastase de
tecidos, resisténcia a senescéncia celular (HANAHAN & WEINBERG, 1996).

1.2 Estimativas do Cancer

O cancer encontra-se entre as principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo (WHO, 2015). Segundo estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, houve cerca
de 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhGes de mortes relacionadas ao cancer em 2012 em
todo o mundo. Na populagdo masculina, os tipos de cancer com maior incidéncia em 2012
foram de pulmado, prostata, colorretal, estbmago e cancer de figado. Entre as mulheres, os
tipos mais comuns foram de mama, colorretal, pulmé&o, colo do utero e cancer de estdmago
(Figura 3). Tais pesquisas apontam que, nas préximas duas décadas, os nimeros de novos
casos aumentardo para 21,4 milhdes, e os casos de morte pelo cancer para 13,2 milhGes
(IARC, 2015).
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Figura 3: Estimativa de incidéncia e mortalidade de cancer em 2012 em todo 0 mundo.
Valores correspondentes a populacdo masculina em azul e feminina em verde (IARC, 2015).

No Brasil, o perfil demografico tem mudado devido ao “envelhecimento” da
populacdo. Este fato, associado com novos habitos e a maior exposi¢cdo a fatores de risco
caracteristicos da realidade contemporanea, levou a transformagdo do perfil epidemioldgico
brasileiro, o qual apresenta uma diminuicdo nos casos de doencas infectocontagiosas, e
aumento dos casos doencas cronico-degenerativa (INCA, 2014).

Estimativas realizadas pelo INCA revelam a ocorréncia de 395 mil novos casos de
cancer, sem considerar os casos de cancer de pele ndo melanoma, para ano de 2014, que
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também vale para 2015. Dentre esses casos, 204 mil atingem a popula¢do masculina e 190 mil
a populacdo feminina, sendo os canceres de prostata, pulmdo, cdlon e reto, estbmago e
cavidade oral os mais incidentes em homens; e, nas mulheres, os de mama, colon e reto, colo
do datero, pulméo e glandula tiredide (Figura 4). Estes numeros reforcam a magnitude do
problema do cancer no pais, e justifica a implementagdo de politicas de prevencao, controle e
tratamento desta doenca (INCA, 2014).
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Figura 4: Estimativa de incidéncia de cancer em 2014/2015 no Brasil. Valores
correspondentes a populacdo masculina em azul e feminina em verde (INCA, 2014).

1.3 Quimioterapia do Cancer

O tratamento do cancer pode ser realizado, principalmente, por trés maneiras: cirurgia,
radioterapia e terapia com farmaco, denominada quimioterapia. A aplicacdo de cada um
desses tratamentos depende do tipo do tumor e do seu estagio de desenvolvimento. A
quimioterapia pode ser utilizada como terapia Unica ou associada a mais de um tipo de
tratamento (RANG & DALE, 2012).

Os principais farmacos antitumorais podem ser classificados como: farmacos

citotoxicos, que abrangem os agentes alquilantes, compostos de platina, antibioticos
5



antitumorais e derivados de plantas; agentes hormonais; anticorpos monoclonais; inibidores
de proteinas quinases; entre outros que ndo se enquadram nessa classificagdo (RANG &
DALE, 2012).

Agentes alquilantes exercem seus efeitos citotoxicos através da transferéncia de seus
grupos alquilas para biomoléculas nucleofilicas. Sendo assim, um dos seus principais alvos é
0 nitrogénio na posi¢do 7 (N-7) da guanidina, por ser muito nucleofilico, além do N-1 e N-3
da adenina e N-3 da citosina (RANG & DALE, 2012). Agentes alquilantes bifuncionais séo
capazes de fazer ligacGes entre 0 DNA e proteinas; entre dois pontos da mesma fita do DNA,;
ou entre fitas adjacentes do DNA (Figura 5), que impedem sua separacdo durante a replicacédo
e transcricdo. Ademais, podem conduzir a fragmentacdo do DNA através de reacOes
hidroliticas e também pela agdo de enzimas de reparo ao tentar remover as bases alquiladas. A
alquilacdo também causa desempareamento dos nucleotideos por alteragdo da ligacdo de
hidrogénio entre bases (AVENDANO & MENENDEZ, 2008). Dentre os agentes alquilantes
estdo: as mostardas nitrogenadas, ex. ciclofosfamida (1) e melfalana (2); as nitrossouréias, ex.
carmustina (3) e lomustina (4) (RANG & DALE, 2012).

Compostos de platina agem por mecanismo andlogo ao dos agentes alquilantes. O alvo
principal de ligacdo ¢ o N-7 da guanina, além de ocorrer também no N-3 da adenina e no
oxigénio na posicdo 6 (O-6) da citosina. Nesta classe incluem-se cisplatina (5), carboplatina
(6), e oxoliplatina (7) (KATZUNG & SALMONM, 2014).

~

\

\A

¢
(

Ligacdo Proteina-DNA

K/ \A

NN
S NAA

:,‘IT‘)

f‘:’\
L

\ )
( A
>

L

N

X

NJ
()
Q

Ligacdo Intracadeia

Ligacdo Intercadeia

4 \ P

B

il lN
o-F \/\CI

bNH

HO

1 Ciclofosfamida

N

N“
NN NN
o~ o

(o]

3 Carmustina

HaN_ NHs
IPt‘

clm c

5 Cisplatina

Hal,
ot
N>

6 Carboplatina

Ij\
NH, N

o] 2 Melfalana

(o]}

4 Lomustina

NH3 R, e

: Pl
°] 00

o 0
7 Oxoliplatin

Figura 5: (A) Mecanismo de agéo de agentes alquilantes e compostos de platina. (B)

Estrutura de agentes alquilantes e compostos de platina.



Os antimetabdlitos podem ser definidos como anélogos de compostos naturais (8,9,10)
que sdo capazes de interferir em rotas metabdlicas essenciais, associadas a sintese de acido
nucleico que, consequentemente, afetam a formacdo da cadeia de DNA ou RNA. Os
mecanismos envolvidos nesse processo incluem: competicdo por sitios de enzimas que
participam da biossintetise de acidos nucleicos; e incorporacdo nucleotideos falsos, que
provocam inibi¢do do processo normal de biossintese de DNA e RNA, causando 0 processo
de apoptose. Compondo esta classe estdo: antifolatos, ex. metotrexato (11); analogos de
pirimidina, ex. fluoruracila (12); analogos da purina, ex. mercaptopurina (13) (AVENDANO
& MENENDEZ, 2008).
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Figura 6: Estrutura de antimetabdlitos e respectivos analogos naturais.

Os antibioticos antitumorais exercem seus efeitos através da agdo direta no DNA,
pertencendo a esta classe estdo: antraciclinas (14), bleomicina (15), mitomicina (16) e
dactinomicina (17). Doxorrubicina (14) é o antibidtico mais importante da subclasse das
antraciclinas, cujos principais mecanismos de acdo sdo: a formacéo de ligacGes entre as fita
adjacentes do DNA, inibicdo de topoisomerase Il, producdo de radicais livres de
semiquinonas e de oxigénio; e ligagdo a membranas celulares, alterando sua fluidez e
transporte de ions. Bleomicinas (15) degradam as cadeias do DNA devido a geracdo de
radicais superoxido e/ou hidroxila. Mitomicina (16) faz liga¢des cruzadas no DNA e pode,
também, degradar o DNA por meio da geragéo de radicais livres. Ja a Dactinomicina (17) age
ao se intercalar no sulco menor do DNA, interferindo na atividade da RNA polimerase, e
consequentemente na transcricdo (RANG & DALE, 2012).
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Diversos produtos naturais s&o utilizados clinicamente no tratamento do cancer, nesta
classe se encontram: os alcal6ides da vinca, os taxanos, as camptocinas e 0s semi sintéticos
etoposideos. Vincristina (18) e Vimblastina (19) sdo exemplos de alcaldides da vinca, cuja
acao ocorre através da inibicdo da polimerizacdo da tubulina impedindo a formacao de fusos
mitéticos e resultando no bloqueio da mitose na metafase. Entre os taxanos, pode-se citar o
paclitaxel (20) e docetaxel (21), que também provocam a inibi¢do do fuso mitotico, a partir da
dimerizacdo da tubulina, seguida de sua estabilizacdo no estado polimerizado, resultando no
bloqueio da divisdo celular. Ja as camptotecinas sdo capazes de inibir a topoisomerase I, como
exemplo o Irinotecano (22). Por fim, o epiposideo (23), cujo mecanismo farmacoldgico
consiste na inibicdo da enzima topoisomerase 1l (KATZUNG & SALMONM, 2014; RANG
& DALE, 2012).
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Figura 8: Estrutura de produtos naturais citotoxicos.

O tratamento do cancer através de agentes hormonais baseia-se no seguinte fato:
tumores mantém caracteristicas fisiologicas de células normais que os deu origem. Sendo

assim, tecidos como mama, Utero, ovario e prostata podem ser dependentes de hormonios para
8




sofrer estimulos proliferativos ou antiproliferativos (SILVA, 2006). Desse modo, o tratamento
da neoplasia pode lancar mao de hormdnios antagonista ou agentes que inibem a sintese de
horménios enddgenos. Presentes nessa classe estdo: os glicocorticdides, ex. Dexametasona
(24) e prednisolona (25); os antiestrogenos, ex. Tamoxifeno (26); os progestagenos, ex.
Megestrol (27); os antagonistas de androgeno, ex. Ciproterona (28) e flutamida (29); os
inibidores da sintese de horménio suprarrenal, ex. Trilostano (30); entre outros (RANG &
DALE, 2012).
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28 Flutamida 29 Ciproterona ! 30 Trilostano

Figura 9: Estruturas de agentes hormonais.

Imatinibe (31), Dasatinibe (32) e Nilotibe (33) séo inibidores de proteinas cinases.
Estas sdo enzimas que fosforilam especificamente outras proteinas, levando a ativacdo de vias
de transducdo de sinal intracelular, fundamentais em multiplos processos bioldgico incluindo,
crescimento, diferenciagdo e morte celular. Em células tumorais, estas enzimas encontram-se
desregulas ou superexpressas (SILVA, 2006). O imatinibe € inibidor da oncoproteina Bcr-abl,
capaz de se ligar ao sitio do ATP, impedindo que esta exerca sua funcdo como fosfoproteina
(Figura 11). O Dasatinibe inibe varias tirosinas cinases, como, Bcr-Abl, Src, c-kit e PDGFR-
a. O Nilotibe também ¢ capaz de inibir Bcr-Abl, c-kit e PDGFR-a (KATZUNG &
SALMONM, 1998; RANG & DALE, 2012).
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Figura 10: Estrutura de inibidores de proteinas cinases.



Anticorpos monoclonais sdo imunoglobulinas capazes de ligar-se a proteinas
relacionadas ao céncer. Alguns deles destroem as células malignas devido & ativacdo do
mecanismo imune do hospedeiro ao se ligar ao alvo. Outros anticorpos interagem com
receptores do fator de crescimento, provocando a inativacdo destes, e, por conseguinte, a via
de sobrevida é blogueada, causando apoptose celular. (RANG & DALE, 2012). Trastuzumabe
se liga ao receptor 2 do fator de crescimento epidérmico (HER2) superexpresso em células de
cancer de mama, induzindo a resposta imune. Outro anticorpo monoclonal é o Cetuxinabe,
que bloqueia receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR), também superexpresso
em muitos tumores, impedindo a proliferacdo celular (Figura 11). Como ultimo exemplo, 0
anticorpo monoclonal quimérico Rituximabe, responsavel por ligar-se ao antigeno CD20,
formador do canal de calcio, presente nos linfocitos B, causando a ativacao da resposta imune.
(RANG & DALE, 2012; SILVA, 2006).

EGFY

POGF ©

Figura 11: Mecanismo de acdo de inibidores de proteinas quinases (Imatinibe) e dos anticorpos
monoclonais (Trastuzunabe e Cetuxinabe) (Adaptado de Rang & Dale, 2012).

1.4 Proteinas de choque térmico — HSP90

Em 1962, estudos realizados em células de glandulas salivares de uma espécie de
mosca, Drosophila busckii, mostrou um conjunto de proteinas que era rapidamente induzido
com a exposicao ao calor e dinitrofenol ou salicilatos, sendo estas proteinas, entéo, definidas
como proteinas de chogue térmico (Heat Shock Proteins-HSP) (RITOSSA, 1962).
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Agentes de estresse sdo capazes de afetar negativamente a conformacgédo correta e,
portanto, a fungdo das proteinas (MINOWADA & WELCH, 1995). Ademais, a desnaturacéo
de proteina expde as subunidades hidrofobicas de seus aminoacidos, que causam agregacoes
protéicas indevidas (WYNN et. al., 1994). Desse modo, as HSPs representam uma familia de
proteinas chaperonas, ou seja, proteinas assistentes, que previnem os danos causados pelo
estresse celular, sendo responsaveis por auxiliar o enovelamento correto, maturacao e evitar a
agregacao impropria de proteinas, ditas clientes (HARTL, 1996). As HSPs também ajudam a
transportar proteinas de um compartimento para outro no interior da célula e degradar
proteinas danificadas (NEUPERT, 1997).

As HSPs em mamiferos sdo classificadas em cinco familias em funcdo do seu peso
molecular em kDa: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSPs pequenas (HARTL, 2002). Estas
enzimas também estdo presentes em condi¢des normais, HSPs constitutivas, compondo cerca
de 1-2% de proteinas totais das células eucariotas, responsaveis pela manutencdo da
homeostase celular (WELCH, 1991).

As HSP90 desempenham papel especifico na estabilizacdo, regulagdo e ativacéo de
uma lista numerosa de proteinas clientes (WANDINGER et. al., 2008; ZHAO et. al., 2005)
Até 0 momento mais de 200 proteinas clientes ja foram identificadas e este nimero esta
constantemente sendo atualizado (PICARD, 2015). Entre estas, dois grupos destacam-se, as

proteinas cinases e fatores de transcrigdo associados com a extensa rede de sinalizacao celular

(Figura 12).
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Figura 12: Exemplos de proteinas cliente da HSP90.



As HSP90 existem como um homodimero (Figura 13A), no qual cada monémero é
formado por trés dominios: dominio N-terminal 25 kDa (DN), dominio do central 55 kDa
(DM) e dominio C-terminal 10 kDa (DC) (Figura 13B) (PRODROMOU & PEARL, 2003). O
dominio N-terminal possui um sitio de ligacdo de ATP, semelhante ao sitio da proteina DNA
girase B, DNA topoisomerases e histidina-cinases, necessario para a producdo de energia
importante para a execucao das fun¢des da HSP90 (PRODROMOU et al., 2002). O dominio
do meio esta envolvido na ligacdo e maturacéo de proteinas clientes, alem disso, este dominio
possui um loop catalitico que age como um aceptor de ligacdo do y-fosfato do ATP,
desempenhando um papel importante na hidrélise de ATP (BHAT et al., 2014). No dominio
C-terminal ocorre a dimerizagao entre os dois monémeros (PRODROMOU & PEARL, 2003).
Recentemente, foi reportada a existéncia de um sitio de ATP no dominio C-terminal,
relacionado ao controle alostérico sobre a ligacdo de proteinas clientes e também sobre o sitio
de ligacdo de ATP no dominio N-terminal (BHAT et al., 2014). E em todos os trés dominios,
séo relatadas interagdes entre diferentes tipos de co-chaperonas (PRODROMOU & PEARL,
2003).

Figura 13: (A) Estrutura cristalina de HSP90 (cddigo PDB: 2CG9) (B) Divisao dos dominios da
HSP90. DN dominio N-terminal; DM dominio central; DC domino C-terminal.

A atividade de chaperona desempenhada pela HSP90 ocorre através de alteragdes
conformacionais, durante seu ciclo ATP-dependente, entre sua forma aberta e fechada. Na
forma aberta, os dois dominios N-terminal estdo separados, e ndo ha ligacdo entre o
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nucleotideo. Apos a ligacdo de ATP, a conformac&o se altera, promovendo a associacdo entre
os dominios N-terminais, resultando em uma forma fechada (Figura 14) (MARUYA et al.,
1999) Este ciclo depende de chaperonas (ex. HSP40, HSP70) e um grande nimero de
cochaperonas especificas (ex. p23, Cdc37), que entram e saem do maquinario da HSP90,

regulando assim a maturacgdo das proteinas clientes (PRATT & TOFT, 2003).

(

ATP

ADP+Pi

\ Forma aberta Forma fechady

Figura 14: Alteracdo conformacional ATP — dependente da HSP90 (Adaptado de
TERASAWA et al., 2004)

Sob condigdes fisiologicas normais, a HSP90 esta ligada ao fator de choque térmico 1
(HSF-1), responsavel por mediar a resposta em condicbes de estresse, garantindo a
sobrevivéncia celular. Ao ser acionada, a HSP90 libera HSF-1, permitindo que este seja
direcionado ao nucleo, onde se liga ao gene promotor de resposta ao choque térmico,
provocando a inducdo de mais HSP90. Se a HSP90 for superexpressa na auséncia de estresse,

esta se liga ao HSF-1, causando a supressdo da chaperona (WU, 1995).
1.5 Papel da HSP90 frente ao Céancer

Muitas chaperonas, incluindo a HSP90, sdo exacerbadamente expressas em Varios
tumores como gastrico, mama, ovario, célon, pulméio e prostata. A vista disso, as células
cancerosas parecem depender mais da atividade das HSPs do que as células normais
(CIOCCA & CALDERWOOD, 2005).

As células tumorais encontram-se em ambiente de estresse extremo, isto €, diante de
acidose, hipoxia e danos induzidos pela quimioterapia e radioterapia, que podem gerar
radicais livres e assim causar alteracOes fisicas consideraveis em proteinas (ORTIZ &
SALCEDO, 2010). Logo, as chaperonas, especificamente a HSP90, sdo importantes para a

manutencdo da homeostase celular frente ao estresse gerado pelo cancer. Ademais, a HSP90 é
13



essencial para a ativacdo e estabilidade de muitas proteinas clientes relacionadas ao cancer.
Estas incluem HER2, BCR-ABL, IGFR-1, AKT, EGFR, CDK4, c-MET, VEGFR, FLT-3, p53
mutante, fator de indugdo de hipoxia (HIF)-la receptores de androgénio e estrogénio e
telomerase (PICARD, 2015; NECKERS, 2007).

Proteinas oncogénicas associadas a HSP90 estdo envolvidas em todos os seis
marcadores do cancer (HANAHAN & WEINBERG, 1996). Na figura seguinte (Figura 15),
sdo citados os marcadores do cancer e exemplos das proteinas clientes dependentes da HSP90

em cada marcador.

Sustentagdo da Resisténcia a
angiogénese apoptose

(HIF)-1a, FLT-3, VEGF Apaf-1, IGFR 1, AKT

Resisténcia a Auto-suficiéncia de
senescéncia sinais de crescimento

Telomerase HER2, MeK e Raf-1

Invasdo de tecidos e
metastase

¢-MET, MMP

Figura 15: Marcadores do cancer e respectivas proteinas clientes da HSP90.

1.6 Inibidores da HSP90 na terapéutica do cancer

Até o momento do diagnostico, células tumorais podem acumular mais de 10.000
mutacdes, de modo a tornar seu genoma altamente diversificado. Tais células dispdem de uma
rede complexa e interativa de sinalizacéo, que regula sua proliferacéo e sobrevivéncia. Desse
modo, a interrupcdo de apenas um destes sinais pode ndo ser capaz de eliminar o fendtipo
cancerigeno na maior parte dos tumores solidos, ja que a diversidade e plasticidade das
células cancerosas as permitem escapar da acdo antitumoral direcionada a apenas um alvo,
tornando assim estas células resistentes ou indiferentes a intervencdo sobre tal alvo
terapéutico (WORKMAN, 2003).
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Diante desse fato, o interesse no desenvolvimento de inibidores da HSP90 torna-se
promissor, dado que possibilita a inibicho de vérios alvos celulares do céancer
simultaneamente, pois, como visto anteriormente, indmeras proteinas oncogénicas sdo
dependentes desta chaperona (WORKMAN, 2003).

Um exemplo dessa base racional é a comparagdo entre o uso de inibidores da HSP90 e
inibidores de proteina cinase. Inibidores da proteina cinase sdo direcionados para agir sobre
uma dada cinase ou sobre um conjunto restrito destas. Em contraste, os inibidores da HSP90
tém uma acdo mais ampla, pois, em vez de agirem sobre um numero limitado de cinase
especifica, agem sobre uma chaperona, impedindo sua interagdo com diversas cinases,
causando assim a degradacédo destas (Figura 16) (PRATT & TOFT, 2003). Para exemplificar
a vantagem do uso de inibidores da HSP90, ap6s o tratamento de cepas com a primeira
geracdo de inibidores de cinases Imatinibe e Erlotinibe, as quinases Bcr-abl ou EGFR
respectivamente, propiciavam o aparecimento de mutantes resistentes, entretanto, tais cepas se
mostravam sensiveis aos inibidores da HSP90 (WHITESELL & LUNDQUIST, 2005).

m)idores de cinase Inibidores da HSP90

Inibidor  Cinase Inibidor HSP90 ligadas a cinases

[

A
Cinase .
‘ B HSP90 inibida
inibida
6 Cinases
kA B . e degraday

Figura 16: Comparacéo entre inibidores de quinases (A) e inibidores da HSP90 (B)

Outra vantagem do uso de inibidores da HSP90 esta na sua acédo seletiva em células
tumorais frente as normais. Estudos mostraram que HSP90 isolada a partir de células
cancerigenas tem afinidade com seus inibidores entre 20 e 200 vezes mais elevadas que as
HSP90 isolada de células normais (KAMAL et al., 2003).
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Os primeiros inibidores da HSP90 identificados foram Radicicol 34 e Geldamicina 35.
Contudo, esses inibidores apresentaram desvantagens, como: toxicidade e baixa solubilidade
caracterisitica da Geldanamicina; e ineficiéncia in vivo do Radicicol (HADDEN et al., 2006;
SUPKO et al., 1995). A fim de contornar tais problemas, foram sintetizados derivados da
Geldanamicina, como: 17-AAG (tanespimicina) 36, 17-DMAG (alvespimicina) 37 e IP1-504
(retaspimicina) 38, que se mostraram menos toxicos e mais eficazes que seu prototipo
(BANERJI et al., 2005). A identificacdo do sitio de ligacdo do ATP no dominio N-terminal
proporcionou o desenvolvimento de uma série inibidores da HSP90 baseados na estrutura do
nucleotideo purinico, altamente potentes como BIIB021 (39), Debio-0932 (40), PU-H71 (41)
e MPC301 (42) (CHIOSIS, 2006; HE et al., 2006; HONG et al., 2013; STENDERUP et al.,
2014). Na literatura, também sdo descritos varios inibidores da HSP90 de baixo peso
molecular com estrutura ndo relacionada ao ATP, incluindo, SNX-5422 (43), AUY 922 (44),
KW-2478 (45) e STA 9090 (46) (WANG et al., 2010; JENSEN et al., 2008; KAKASHIMA
et al., 2010; HAYSTEAD &HUGHES, 2014). Atualmente, esses inibidores encontram-se em
fase de ensaios clinicos para varios tipos de tumores, compondo ao total 17 compostos
(Figura 17).
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Figura 17: Geldanamicina, Radicicol e inibidores N-terminais da HSP90 em
desenvolvimento clinico.

Esses inibidores mencionados ligam-se ao sitio do ATP no dominio N-terminal, com
uma afinidade muito maior que o préprio nucleotideo (Figura 18). Por conseguinte, a ligacao
do ATP é bloqueada, impedindo que o ciclo da HSP90 ocorra corretamente, levando a
degradacdo da proteina (WHITESELL & LINDQUIST, 2005).



Adenina

Ribose

Fosfato

(D) Radicicol

Figura 18: Interagdes entre o dominio N-terminal e seus substratos. (A) ATP (B) ADP (C)
Geldanamicina (D) Radicicol.

Apesar da eficicia terapéutica, estudos tém relacionado inibidores N-terminal da
HSP90 com casos de hepatotoxicidade e com a capacidade de originar resposta ao choque
térmico de pro-sobrevivéncia, ou seja, ao inibir a HSP90, provocam a liberacdo de HSF-1,
ligados a HSP90. Sendo assim, este fator induz a producdo, de mais HSP90, contornando o
efeito da inibicdo e, portanto, possibilitando a sobrevivéncia da célula maligna cliente
(BAGATELL et al., 2000).

Surge, como uma alternativa, os inibidores C-terminais, que dependendo de sua
estrutura, sdo capazes de gerar, seletivamente, efeitos anti-proliferativas, sem apresentar
resposta de choque térmico. Sendo assim, inibidores C-terminais apresesentam vantagens
frente aos inibidores N-terminal, de modo a representar um extenso campo de pesquisa
(ZHAO et al., 2014).

Vérios compostos tém sido relatados como inibidores da Hsp90 a partir da interacdo
com o dominio C-terminal, sendo esses: Coumermicin Al (47), Clorobiocin (48), Novobiocin
(49), o primeiro descrito, (MARCU et al., 2000 MARCU et al., 2000°), Epigalocatequina-3-
galato (EGCG) (50) (PALERMO et al., 2005), Cis-platina (5) (ITOH et al., 1999; SOTI et al.,
2002), e Taxol (51) (SOLIT et al., 2003).
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Figura 19: Inibidores C-terminais da HSP90.

1.7 Novobiocin e analogos

O Novobiocin (49) é um membro da familia de antibiéticos cumarinicos que possui
atividade antimicrobiana a partir da inibicdo do sitio ATP-dependente da DNA-girase B
(DUTTA & INOUYE, 2000). Devido as semelhancas entre os sitios de ligagdo de ATP da
DNA-girase B (HOLDGATE et al., 1997; TSAI et al., 1997) e HSP90 (ROE et al., 1999),
Neckers propbs que inibidores da DNA-girase B também poderiam inibir a HSP90. Apoés
realizarem suas pesquisas, Neckers e colaboradores confirmaram que o Novobiocin induzia a
degradacéo de proteinas clientes da HSP90 (MARCU et al., 2000°). Entretanto, foi observado
que este composto ndo se ligava ao dominio N-terminal, como era imaginado, e sim, ao
dominio C-terminal, revelando a existéncia de outro sitio ATP-dependente, até entdo, nédo
conhecido (MARCU et al., 2000%; YUN et al, 2004; SOTI et al., 2003). A partir de entdo,
surge um mecanismo alternativo de inibicdo da HSP90, que possibilita o desenvolvimento de
novos candidatos a farmacos eficazes no tratamento do cancer.

Entretanto, o Novobiocin (49), exibiu um valor de Clso igual a 700 uM frente a

citotoxicidade em células SkBr3, que é significativamente menos potente do que os inibidores
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N-terminais, que possuem valores na faixa de nM (MARCU et al., 2000°). Desse modo,
esforcos tém sido empregados no desenvolvimento de andlogos com atividades inibitorias
maiores que a do Novobiocin. Como ndo ha co-cristais da estrutura do inibidor ligado ao
dominio C-terminal, avancos neste tema tém sido alcancados a partir de estudos de relacao
estrutura-atividades (SAR) de analogos do Novobiocin. Este produto natural &€ composto por
trés subunidades distintas onde modificagcGes podem ser realizadas: o agucar noviose, o nlcleo

cumarinico e a cadeia lateral benzamida (Figura 20).
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Figura 20: Novobiocin e subunidades destacadas. Clsgigual a 700 uM do Novobiocin
frente a células SkBr3.

A primeira tentativa de otimizar a atividade inibitoria do Novobiocin contra a HSP90
foi realizada por Yu e colaboradores, em 2005, a qual transformou o inibidor da DNA girase
B em um potente inibidor de HSP90. Por meio desse estudo, foi demonstrado que grupamento
metila na posicdo 8 aumenta sutilmente a atividade inibitoria e que a subunidade noviose na
posicdo C-7 e o grupamento amida na posicao C-3 do anel de cumarinico sdo essenciais para
a inibicdo da HSP90 (Figura 21B). Da quimioteca sintetizada por esses pesquisadores, 0
composto A4 (52), que apresentava modificacBes estruturais como o encurtamento da cadeia
lateral da benzamida, remocdo do grupamento 4-hidroxila e troca do grupamento
carboxiamida do acucar pela hidroxila, foi o andlogo mais potente e capaz de induzir a
degradacdo de proteinas clientes da HSP90 com concentracdo 70 vezes mais baixa que 0
Novobiocin. No entanto, foi demonstrado que A4 induz, simultaneamente, resposta ao chogue

térmico pro-sobrevivéncia (YU et al., 2005).

Para confirmar o padrdo observado de SAR demonstrado no estudo de Yu, foram

preparados o 4-desidronovobiocin (DHN1) (53) e 3’-descarbamato-4-dehidroxinovobiocin
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(DHN2) (54) e avaliados em células mutantes SkBr3. Os resultados mostraram que a 4-
hidroxila e o 3’-carbamato sdo prejudiciais para a atividade inibitdria sobre a HSP90 (Figura
21B), corroborando com a tendéncia observada anteriormente. DHN1 exibiu potencia
aproximadamente 70 vezes maior que o Novobiocin, ao passo que DHN2 manifestou potencia

cerca de 700 vezes maior que este precursor (BURLISON et al., 2006?).

Em novos estudos de Burlison e colaboradores, foi observado que a dimerizagdo da
estrutura de A4 (52) resultou no composto (55), 5 vezes mais potente e que ndo induzia a
resposta de choque térmico. Estes resultados sugeriram que a obtencdo de um composto com
caracteristica anti-proliferativas, sem apresentar resposta de choque térmico, poderia ser
alcancada através da modificacdo da cadeia lateral amida (Figura 21B) (BURLISON et al.,
2006").
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Figura 21:(A) Analogos potentes do Nobobiocin. (B) Padréo observado de SARde
analogos do Novobiocin.

Logo, séries com alteracdes na subunidade amidica foram sintetizadas. Estes estudos
conduziram & identificacdo dos compostos de cadeia lateral do tipo bifenilicas e inddlicas com
aumento significativo nas atividades anti-proliferativa em células SkBr3, o que também
sugere que a capacidade de realizar ligacdo de hidrogénio adicional na cadeia lateral amidica
otimiza a atividade inibitéria frente a HSP90 (BURLISON et al., 2008).
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Renoir e colaboradores sintetizaram analogos ao novobiocin sem o agucar noviose. Os
estudos de relacdo estrutura-atividade demonstraram que tais analogos também manifestaram
atividade inibitoria frente a HSP90, no entanto, com aumento da poténcia. Eles também
demonstraram que, enquanto o grupamento 4-hidroxila é prejudicial, o 4-tosilfenol mantém a
atividade anti-proliferativa (58) (LE BRAS et al., 2007).

Zhao e colaboradores também desenvolveram pesquisas a fim de simplificar a
obtencdo de anélogos do novobiocin a partir da troca da subunidade noviose. Este estudo
demonstrou que compostos com alquilaminas lineares e ciclicas na posi¢do C-7 da cumarina,
59 e 60 respectivamente, resultaram no aumento da atividade citotdxica, indicando que
algumas interacGes com o sitio enzimatico realizadas na regido ocupada pela subunidade de
noviose desempenham um papel critico nas interagdes com o sitio C-terminal da HSP9O0,
porém nem todos os grupos funcionais, como a propria noviose, sdo necessarios. Ademais, 0
SAR obtido a partir desse estudo sugeriu que, a distancia de 3 carbonos entre a amina e o
oxigénio na posicdo 7 da cumarina seria a ideal para a atividade inibitéria (ZHAO et al.,
2011).
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Peterson e Blagg sintetizaram uma série analoga ao novobiocin através da troca do

grupamento amida pelo anel triazdlico. Este estudo foi o primeiro a realizar alteracéo
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especificamente nesta subunidade. Ja sabido sobre a importancia do grupamento amida para a
atividade inibitéria da HSP90, tais pesquisadores sugeriram que inclusdo de [1,2,3]-triazois
como um bioisostero de amida (PETERSON & BLAGG, 2010; BARREIRO & FRAGA,
2001). A série analoga obtida apresentou efeitos anti-proliferativos satisfatérios frente a
linhagem de celulas mutantes SkBr3. O sucesso desta troca bioisostérica foi confirmada, visto
que o composto amidico (61) e o analogo (62) obtiveram potencias de inibigdo similares,
sendo o biosdstero triazolico levemente mais potente (PETERSON & BLAGG, 2010).

g -
e z&am%

(SkBr3, C|50~ 12,2 uM) (SkBr3, C|50~ 8,17 uM)

. .

Muitos outros estudos elucidaram SAR adicionais, que resultaram na identificacdo de
varios anadlogos promissores ao novobiocin (SHELTON et al., 2009; DONNELLY et al.,
2008, ZHAO et al., 2012; ZHAO & BLAGG, 2013; KUSUMA et al., 20014; GARG et al.,
2015). Inclusive, estudos recentes demonstraram que anadlogos contendo naftaleno ou bifenil
no lugar do anel cumarinico apresentam atividade anti-proliferativa comparavel, indicando
que a cumarina pode servir como um fixador de orientacdo espacial para ligagcdo ao sitio da
HSP90 (ZHAO et al., 2013).

1.8 Bioisosterismo

Como relatado acima, a troca de uma amida pelo triazol pode ser caracterizada como
um bioisosterismo. Esta estratégia € muito empregada em Quimica Medicinal para o
planejamento, desenho e modificagdo molecular para a obtengdo de novo candidatos a
farmacos, tendo como base um composto protétipo de conhecimento quimico e estrutural
estabelecido, bem como seu mecanismo de ac¢édo (LIMA & BARREIRO, 2005).

As bases do bioisosterismo foram inspiradas no conceito de isosterismo, o qual foi
inicialmente introduzido por Langmuir em 1919, fundamentado nas semelhancas eletronicas
(ndmero eletrénico de valéncia) entre atomos e moléculas. O mesmo foi ampliado, em 1932

por Erlenmeyer, o qual definiu isosterismo como atomos, ions e moléculas no qual camadas
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eletronicas periféricas podem ser consideradas idénticas, e complementou propondo que
elementos da mesma coluna da Tabela Periddica sdo isosteros um dos outros (exemplo C ~ Si
e O = S). Grupos que aparentemente sao diferentes, mas que na pratica possuem propriedades
bem proximas (exemplo Cl, CN e SCN) também foram incluidos. Além de criar o conceito de
anéis eletronicamente equivalentes (exemplo benzeno e triptofano) (WERMUTH, 1996;
LIMA & BARREIRO, 2005).

Em 1951, Friedman em seu trabalho pioneiro realizou trocas isostéricas em certas
subunidades moleculares que resultaram em compostos de atividade similar ao original,
introduzindo assim o conceito de bioisosterismo (FRIEDMAN, 1951). Este foi posteriormente
expandido e definido como fendmeno pelo qual trocas isostéricas originam propriedades
biolégicas iguais ou antagbnicas em um mesmo sitio receptor. (WERMUTH, 1996;
BARREIRO & FRAGA, 2001).

Em 1970, Alfred Burger dividiu o bioisosterismo em duas classes, o cléssico e ndo-
classico. O bioisoterismo classico abrange a troca de atomos, grupos moleculares ou radicais
de mesma valéncia, além de anéis equivalentes, restando aos demais casos, a classificacdo de
bioisosterismo ndo classico. Adiante, a esta ultima classe, foram incluidos os grupos
funcionais com propriedades equivalentes, o retroisosterismo, subunidades estruturais que
possuem mesma interacdo com o biorreceptor, bi6foros e anelacdo ou retroanelacdo (Figura
22) (BARREIRO & FRAGA, 2001).

A versatilidade da utilizacdo dessa estratégia advém da possibilidade de melhorar a
atividade farmacoldgica, aumentar seletividade frente a um receptor, ou aperfeicoar a
farmacocinética de um novo composto protétipo comparado ao composto original
(BARREIRO & FRAGA, 2001; LIMA & BARREIRO, 2005). Outra vantagem associada ao
bioisosterismo € o seu uso por laboratérios de pesquisas de empresas farmacéuticas para
transcender barreiras patentarias, a fim de obter novos farmacos com as mesmas propriedades
terapéuticas que o farmaco inovador, 0os me-too’s (BARREIRO & FRAGA, 2001).
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Figura 22: Bioisosterismo Classico e Nao-Classico.

1.8.1 Anel [1,2,3]- traiazolico como biosostero ndo-classico de amida

O [1,2,3]-traiazol € considerado um bioisdstero ndo-classico da subunidade amida,
pois apresentam semelhanca estrutural, como a distancia entre os substituintes que em amidas
é igual a 3,8-3,9 A e em [1,2,3]-triazois é igual a 5,0-5,1 A; e eletrnica, como 0 momento
dipolar que em amida é igual a 4 Debye e em [1,2,3]-triazol é 5 Debye) (Figura 23)
(PALMER et al., 1974; TRON et al., 2008).

Outra similaridade é encontrada nos tipos de interagdes que estas subunidades podem
fazer. O [1,2,3]-triazol possui forte momento dipolar, que provoca polariza¢do sobre o proton
do carbono (5) que pode atuar como doador de ligacéo de hidrogénio, como o NH das amidas.
Também age como aceptor fraco de ligacdo de hidrogénio, através dos pares de elétrons dos
nitrogénios (2) e (3) hibridizados sp,, assim como ocorre em amidas a partir dos pares de
elétrons do oxigénio (Figura 23) (PALMER et al., 1974).
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Figura 23: Propriedades semelhantes entre amida e [1,2,3]- triazol.

diferentemente das amidas, além de dificilmente sofrer oxidacao ou reducéo, tornam-se muito
estavel em condicdes fisioldgicas (KOLB & SHARPLESS, 2008). Esta caracteristica confere
a subunidade [1,2,3]-triazol propriedades farmacocinéticas mais favoraveis que amidas.

Na literatura sdo descritos alguns exemplos bem sucedidos de anéis [1,2,3]-triazolicos
atuando como bioisosteros de amidas, como analogos de ceramidas (64) (KIM et al., 2007)
gue atuam como agentes citotoxicos; andlogos de linezolida (66) com atividade
antimicrobiana (PHILLIPs et al., 2003); e analogos [1,2,3]-triazolicos do Novobiocin (62),
citado anteriormente (PETERSON & BLAGG, 2010).

61 Novobiocin

Eus N o

R, R,

63 Ceramida 64 Analogo da ceramida 65 Linezolida 66 Analogo da linezolida

Figura 24: [1,2,3]-triazois bioisosteros de amidas.

1.9 Anéis [1,2,3]-Triazolicos

Os triazdis sdo compostos heteroaromaticos de cinco membros e formula quimica
C,H2Ns3, que apresentam seis elétrons 7 (JOULE & MILLS, 2010). No ocorrem na natureza,
sendo exclusivamente de origem sintética (BUILLA et al., 2011).
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Os anéis triaz6licos podem existir como [1,2,3]-triaz6is ou [1,2,4]-triaz0is,
dependendo da disposicédo dos nitrogénios (JOULE & MILLS, 2010; BUILLA et al., 2011).
Uma busca na literatura revela que os sistemas [1,2,4]-triazdis sdo mais estudados, possuindo
9.624 publicacbes, contra 4.195 relacionadas ao outro sistema (Figura 25). Todavia, nos
ultimos quinze anos, pesquisas relacionadas aos [1,2,3]-triaz6is tém aumentando
expressivamente (SCOPUS, 2015), provavelmente por causa do advento de métodos de

sintese mais eficazes.

1991 1994 1997 2000 2003 2006 2009 2012 2015

Figura 25: NUmero de publicacdes de [1,2,4] triazol (verde) e [1,2,3] triazol (azul) durante
os Ultimos 25 anos.

Os [1,2,3]-triazéis sdo considerados acidos fracos (pKa=9,40) e bases (pKaH=1,17)
fracas, ou seja, possuem comportamento anfétero. Podem ser sintetizados a partir de
diferentes modos, entretanto, a reacdo de ciclo adicdo 1,3-dipolar € o0 método mais importante

para a sintese de [1,2,3]-triaz0is a partir de azidas e alcinos (BUILLA et al., 2011).

Compostos [1,2,3]-triazdlicos desempenham uma vasta atividade bioldgica, dentre
estas, atividades anti HIV (BRIK et al., 2003; WHITING et al.,2006), anticancer
(TRABOCCHI et al., 2010; PAGLIAI et al., 2006), antimicrobial (EBNER et al., 2008)
antiprotozoario (BAKUNOV et al., 2010), antifungico (CHAUDHARY et al., 2009;
SANGSHETTI et al.,, 2009), citotoxico (LEE et al.,, 2007), agentes neuroativos
(MENEGATTI et al., 2003), entre outras. Entretanto, ha poucas moléculas contendo o nucleo
[1,2,3]-triazblico no mercado ou na Ultima fase de ensaios clinicos. Entre os medicamentos ja
comercializados com tal ndcleo, estdo o antibidtico B-lactdmico, Tazobactum (72) e a
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cefalosporina cefatrizina (73); e entre os candidatos a farmacos incluem-se 0 composto
anticancerigeno carboxiamidotriazol (CAIl) (74) (SOLTIS et al, 1996) e o inibidor da
transcriptase reversa, TSAO (75).

N
O O N* W NH,
[:r Ho TBSO :S\W
/ & N N
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o
K67 Tazobactam 68 Cefatrizina 69 CAI 70 TSAO )

Figura 26: Compostos contendo o nucleo [1,2,3]-triazolico comerciais ou em fase de
ensaios clinicos.

1.10 Reagdo de Cicloadigéo 1,3- dipolar - Click Chemistry

Em 1893, a reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar foi realizada pela primeira vez a partir
dos trabalhos realizados por Arthur Michael (MICHAEL,1893). Entretanto, somente na
década de 60, através dos estudos Rolf Huisgen, o mecanismo da cicloadi¢do 1,3-dipolar foi
elucidado (HUISGEN et al., 1967).

Na reacdo de cicloadicédo classica, dois reagentes contribuem com seis elétrons, quatro
oriundos do 1,3 dipolo e os outros dois do dipolaréfilo, para formar um anel de cinco
membros. O mecanismo da reacdo € concertado, envolvendo um estado de transicdo, que
proporciona uma aproximacdo facial dos orbitais de fronteira dos reagentes, favoravel a
formagao das duas novas ligagdes ¢ a partir de ligagdes n, exemplificado na figura 27 pela

reacao entre azidas e alcinos (MERLO, 2012).

Figura 27: Mecanismo de reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar térmica.

A sintese de triazois através da reacédo térmica de cicloadi¢éo 1,3-dipolar entre azidas e

alcinos possui desvantagem, por ser altamente exotérmica, necessitando de cuidados na sua
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execucao, pois existem varios casos de explosdo relatados na literatura; possui energia de
ativacdo alta e, consequentemente, a velocidade de reacdo é muito baixa para reagentes nao
ativados, resultando em baixos rendimentos. Ademais, as diferencas de energia entre 0s
orbitais de fronteira HOMO e LUMO de azidas e alcinos séo de tamanhos similares, de modo
que interagdes ocorrem, concomitantemente, entre HOMOazida — LUMOalcino e
LUMOazida— HOMOalcino, produzindo misturas regioisoméricas de triazois quando
utilizado alcinos assimétricos (HOWELL et al., 2001).

Todavia, pesquisas realizadas simultaneamente pelos grupos de Meldal e de Sharpless,
em 2002, relataram que a utilizacdo de Cu(l) aumentava a velocidade da reacdo de cicloadicdo
1,3-dipolar entre azidas e alcinos terminais na ordem de 7 vezes (MELDAL et al., 2002;
SHARPLESS et al., 2002). Dentre os beneficios encontrados nessa nova metodologia
também estdo: formacdo exclusiva do regioisbmero 1,4-dissubstituido; utilizacdo de
condicdes muito mais brandas; obtencdo de rendimentos muito altos; utilizacdo de uma
grande variedade de solventes, incluindo a agua, visto como algo positivo, ja que se trata de
um solvente benigno, universal e que possui capacidade de absorver a grande quantidade de
calor gerada neste tipo de reacdo, além de ser importante no caso de aplicagGes destas reaces
em sistemas biologicos (ROSTOVTSEV et al., 2002; RODIONOV et al., 2005; BOCK et al.,
2006). Em virtude dessas vantagens, a reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por Cu a
partir de azidas organicas e alcinos terminais (CUAAC) ¢ considerada uma reagdao “Click

Chemistry”.

A filosofia Click foi concebida em 2001, pelos cientistas Kolb, Finn, Sharpless, com o
propdsito de contornar os problemas encontrados na sintese de moléculas complexas. Sendo
assim, 0s autores propuseram um processo sintético modular, facil, rapido, e mais eficiente,
de modo a atender a demanda da quimica moderna por novas moléculas ativas. Essa estratégia
foi baseada na maneira que a natureza constrdi seus metabdlitos primarios, através de blocos
simples, que combinados entre si, proporcionam enorme diversidade de biomoléculas
(KOLB, 2001).

De modo geral, a abordagem “Click Chemistry” pode ser sumarizada por uma frase de
Sharpless “... all search must be restrict to molecules that are easy to make”, e como o nome

mesmao sugere, quimica em um clique (KOLB, 2001).
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A reagdo de CUAAC respeita todos os critérios click, sendo estes: reacdo modular, ou
seja, ser realizada através de blocos simples; facil execucdo (insensivel a dgua e oxigénio);
partir de reagentes acessiveis; originar apenas subprodutos inofensivos ou de facil remocao,
que ndo seja cromatografica; sintetizar produtos regiosseletivos; resultar em altos
rendimentos; e utilizar solventes benignos ou facilmente removiveis (KOLB et al., 2001).

Assim, a CUAAC ¢ considerada o exemplo perfeito do conceito “Click”. Logo, essa
reacao foi revigorada, e a partir de entdo, extensamente aplicada em diversas areas da ciéncia,
como quimica medicinal (BRIK et al., 2003; PAGLIAI et al., 2006), bioconjugacédo
(CRAVATT & SORENSEN, 2000; DEITERS et al., 2003), quimica de materiais (SUDHIR
et al., 2009) catalise (CAMPONOVO et al., 2009), entre outras.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi o estudo de sintese e caracterizacao estrutural, através de
técnicas espectroscopicas, de duas séries de compostos cumarinicos-1,2,3-triazois analogos ao

Novobiocin, planejados como possiveis inibidores da chaperona HSP9O0.
2.2. Objetivos Especificos

o Padronizagéo da sintese e purificagdo das duas séries andlogas do Novobiocin: série
ANj e ANy;

o Caracterizacdo das séries AN; e AN, por métodos espectroscopicos de infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de *H e de 13C).

2.3. Planejamento Estrutural

Fundamentando-se nos relatos da literatura referentes aos resultados de inibicéo
enzimética da HSP90 ao nivel do dominio C-terminal exercido pelo Novobiocin, planejamos
sintetizar analogos deste prototipo, através da sintese de duas séries isésteras de [1,2,3]-

triazéis.

O planejamento racional das séries foi baseado na manutencdo do nlcleo cumarinico
presente no Novobiocin, visto que esse ndcleo foi descrito como um possivel fixador de
orientacdo espacial de grupos farmacofdricos para a interacdo destes com o sitio C-terminal
da HSP90 (ZHAO et al., 2013).

Além disso, foi proposto a troca do grupo amida, que liga a cumarina ao anel 4-
hidroxi-3-(3-metillbut-2-il), pelo anel [1,2,3]-triazol. Essa troca baseia-se na estratégia de
bioisosterismo ndo-classico (BARREIRO & FRAGA, 2001) onde o triazol pode mimetizar a
amida por possuir um nitrogénio com hibridizacdo sp, (como o oxigénio da amida) e por
possuir um hidrogénio com maior polaridade capaz de fazer ligagdes de hidrogénio,
semelhante aos hidrogénios da amida (Figura 23). Também nos baseamos em resultados de
Peterson e Blagg, que se utilizaram desta estratégia para a obtencdo de analogos do
Novobiocin com atividades antiproliferativas satisfatérias (PETERSON & BLAGG, 2010). O

intuito dessa modificacdo foi melhorar as propriedades farmacocinéticas dos analogos, pois, a
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subunidade [1,2,3]-triazol é mais estavel em condicdes fisioldgica que amidas, suscetiveis as
amidases plasmaticas (BARREIRO & FRAGA, 2001).

Devido a complexidade da sintese do aclcar noviose, planejamos analogos sem essa
subunidade, assim como ja descrito na literatura por Renoir e Zhao (LE BRAS et al., 2007;
ZHAO et al., 2001). Sendo assim, foi sugerida, em substituicdo a subunidade noviose, a
exploracdo de distintos substituintes em Rj, como alquila (AN;) e hidroxila (ANy), que
possibilitard a avaliacdo dos efeitos do atomo de hidrogénio na posicdo 7 do nucleo

cumarinico.

Ao variar a natureza dos anéis aromaticos, Ry, ligados aos triazdis nas séries AN; e
AN,, tem-se como objetivo investigar a relevancia da diversidade de interacdes moleculares e
propriedades fisico-quimicas introduzidas pelas modificacbes propostas. A fenila foi
escolhida como aromatico de referéncia, ja que ndo possui qualquer funcionalizacdo. Também
foi selecionado seu homologo superior, benzila, a fim de se avaliar o efeito da maior liberdade
conformacional desse substituinte frente as interacGes hidrofobicas no sitio ativo. Com o
propdsito de se avaliar os efeitos eletrbnicos envolvidos na interacdo ao sitio de ligacao,
foram eleitos substituintes doadores de elétrons (4-metoxi-fenila e 3,4,5-trimetdxi-fenila ) e
retiradores de elétrons por inducéo (4-Br-fenila e 4-Cl-fenila). Por fim, o grupamento naftila
foi escolhido para se avaliar, futuramente, interagBes hidrofébicas adicionais existentes no

sitio de ligacdo do dominio C-terminal.
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Esquema 1: Planejamento Estrutural das séries AN; e AN, baseadas no Novobiocin.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Planejamento sintético das séries AN; e AN,

A sintese dos compostos das duas séries (76-77a-g) foi baseada na andlise

retrossintética detalhada no esquema 2.

Inicialmente, por meio de duas desconexdes C-N (etapa a), foi possivel identificar as
azidas (78a-g) e o 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b) como precursores dos [1,2,3]-triazois (76-
77-a-g), sendo essa etapa proporcionada pela reacdo de cicloadicdo de alcino-azida catalisada

por cobre(l), da sigla do inglés CuAAC.

Através de uma desconexdo C-N (etapa b), foi possivel identificar o brometo de
benzila como precursor da benzil-azida (79a), mediante uma reacdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sy2) e a partir de uma interconversao de grupos funcionais (IGF)
(etapa c), identificam-se as aminas aromaticas (79b-g) como precursores das respectivas

azidas (78b-g), sendo tais azidas (79b-g) obtidas via reacdo de diazotacao.

Apbs interconversdes de grupos funcionais (IGF) (etapa d), observa-se que 0sS
compostos 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b) tém como precursores as 3-Br-7-R;-cumarina
(81a-c), ao explorar a reacdo de acoplamento cruzado de Sonogashira (ACS). Entretanto, ndo
é possivel realizar tal reacdo utilizando acetileno, visto que, trata-se de um gas inflamavel e
muito perigoso. Assim, essa reacdo pode ser feita a partir de acetileno protegido com

trimetilsilano, sendo necessario acrescentar a reacao de desprotecédo do alcino.

Por meio de uma desconexdo C-Br (etapa e) sobre a 3-bromo-7-R;-cumarina (81a-b),
identifica-se a 7-metoxi-cumarina (82) e 7-hidréxi-cumarina (83) como seus precursores
respectivamente, explorando a substitui¢do eletrofilica aromatica para executar esta sintese.
Prontamente, uma desconexdao C-O (etapa f) sobre a 7-metoxi-cumarina (82), expbe o
composto 7-hidroxi-cumarina (83) como seu precursor, a qual € obtida via reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2). Desse modo, a 7-hidroxi-cumarina € identificada

como um intermediario comum dos compostos 81b e 82.

Por fim, uma desconexdo C-C e C-O sobre a 7-hidroxi-cumarina (83) (etapa g), aponta
o resorcinol (84) e o acido formilacético (85) como reagentes de partida para as duas séries,

explorando a condensagdo de Pechmann. Entretanto, como o &cido formilacético é instavel,
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indica-se a utilizacdo do &cido mélico (86), o qual é capaz de gerar o &cido formilacético “in

situ”.
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Esquema 2: Analise retrossintética para obtencdo das series AN; e AN..

3.2 Sintese de 7-hidroxi-cumarina (83)

A sintese da 7-hidroxicumarina (83) foi realizada através da condensacdo de
Pechmann (PECHMANN, 1884). Entretanto, ndo foi empregada a metodologia convencional
por meio de aquecimento, visto que esta necessita de temperatura elevada, longo tempo
reacional e resulta em baixos rendimentos. Desse modo, foi empregada a metodologia de
sintese via irradiacdo de micro-ondas caseiro, desenvolvida pelo nosso grupo de trabalho
(AMARAL & KUMMERLE, 2011), como exposto a seguir (Esquema 3). Atraveés desta, foi
obtido um soélido laranja com rendimento bruto igual a 80% e ponto de fusdo igual a 235 °C
(literatura igual a 230 °C).
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Esquema 3: Sintese de 7-hidroxicumarina (83).

Para realizar esta condensacgdo, foram utilizados resorcinol (84) e acido malico (85) em
meio de acido sulfarico, os quais foram irradiados na poténcia de 265 W e 30 segundos de
reacdo, com 3 pulsos de 10 segundos no centro do prato (Esquema 3). Nesta reacdo, o acido
sulfurico atua como catalisador e o acido malico como um gerador in situ de acido

formilacetico (85) (Esquema 4).

O OH H,SO, O O
OH ——™ + coO + H,0
HOM MW HOJ\)LH 2
86 O 85

Esquema 4: Formagao “in situ ” do acido formilacetico a partir do &cido malico.

O mecanismo proposto (Esquema 5), inicialmente, ocorre com a formacéo in situ do
acido formilacético (85). Em seguida, ocorre uma substituicdo eletrofilica aromatica, através
do ataque dos elétrons m do resorcinol (84) ao carbono carbonilico do &cido formilacético (86)
— ativado pelo catalisador acido (JOULE & MILLS, 2010). Neste momento ha a quebra de
aromaticidade, no entanto, o intermediario catidnico | é estabilizado pelo efeito de
ressonancia. Seguidamente, uma base presente no meio abstrai o hidrogénio deste
intermediario e, assim, os elétrons que faziam parte da ligacdo com o proton migram para
anel, restabelecendo a aromaticidade (I1). Posteriormente, o acido protona o oxigénio
carboxilico do intermediario I, tornando o carbono carboxilico mais suscetivel ao ataque
nucleofilico (I11). Subsequentemente, o oxigénio do resorcinol ataca o carbono carboxilico
parcialmente positivo, resultando no intermediario 1V que se encontra em equilibrio com sua
forma protonada V. Entéo, V elimina agua, pois esta é considerada um bom grupo de saida —
base fraca — seguida da formacao do éster e abstracdo do hidrogénio da carbonila lactbnica

(VI). Por fim, a hidroxila do intermediario VIl é protonada, levando ao intermediario

36



positivamente carregado VIII. Este, entdo, sofre a abstragdo do hidrogénio a a carbonila,
seguida da eliminacdo de &gua e consequente formacdo da ligagdo dupla, levando a formagéo

da 7-hidroxi-cumarina (83).
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Esquema 5: Mecanismo proposto para formacgédo da 7-hidroxi-cumarina (83) através da
condensacdo de Pechmann (Adaptado de JOULE & MILLS, 2010).

Para confirmar a formacéo da 7-hidroxi-cumarina (83) foram realizados experimentos
de determinacéo estrutural como RMN 'H e '*C e espectrofotometria no IV (em anexo).
Alguns sinais caracteristicos possibilitaram a comprovacdo da formacdo deste composto,
como o sinal simpleto em 10,61 ppm, referente ao hidrogénio fenélico (Hop), € hidrogénios

absorvendo na regido caracteristica de aromaticos 7,54 (d), 6,76 (d) e 6,72 (s) ppm, atribuidos
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respectivamente aos hidrogénios Hs, Hs € Hg. Estas atribuigdes foram feitas a partir da
consideracdo que hidrogénios na posicdo orto em relagdo ao substituinte hidroxila possuem
deslocamentos quimicos em menores frequéncias, ja que este substituinte é capaz de aumentar
a densidade eletronica por ressonancia, blindando-os. Sendo assim, Hg € Hg absorvem em
freqUiéncias menores. A diferenciacdo entre eles foi possivel atraveés da multiplicidade dos
sinais, isto é, o duplo dubleto foi atribuido ao He, pois este acopla com Hs (J3°) e Hg (J°) e 0

dubleto ao Hg, pois acopla apenas com Hg (J°) (anexo 1).
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Figura 28: Multiplicidade dos sinais de Hg (duplo dubleto) e Hg (dubleto).

Também foram observados sinais em 6,21 e 7,94 ppm referentes aos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios do anel lactonico. Tais hidrogénios encontram-se ligados a ligacéo
dupla, logo, sdo desblindados devido ao campo anisotropico dos elétrons . Ademais, a
diferenca entre os deslocamento quimico destes hidrogénios pode ser explicada pelo efeito de

ressonancia entre ligacdo dupla conjugada a carboxila do anel (Figura 29) (anexo 1).
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Figura 29: Efeito de ressonancia entre a ligacdo dupla conjugada a carboxila do anel
lactonico.

Nos espectros de RMN*C da 7-hidroxi-cumarina (83) (anexo 2) observou-se o sinal
de deslocamento quimico em 161,75 ppm caracteristico de carbono carboxilico. Além disso,
foi indicada a presenca de sinais caracteristicos de anel aromaticos em 160,92, 156,00, 111,75
(carbonos quaternarios), 130,20, 111,88 e 102,89 ppm (carbonos metinicos). Sugere-se que 0s
sinais em 160,92 e 156,00 ppm correspondem aos carbonos quaternarios C; e Cy, pois estdo
diretamente ligados ao atomo de oxigénio, capaz de retirar elétrons por efeito indutivo,

fazendo com que tais carbonos absorvam em freqiiéncias mais altas. Ja os sinais em 111,88,
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102,89 e 111,75 ppm séo atribuidos aos carbonos Cg, Cg e Cyg respectivamente, por estarem
em posigdo orto ao substituinte hidroxila e/ou ao oxigénio lactonico e, consequentemente,

serem blindados pelo efeito doador por ressonancia caracteristico deste grupamento (anexo 2).

Os sinais 113,5 e 145,02 ppm foram atribuidos aos C3 e C, respectivamente. Estes
valores de deslocamento quimico séo caracteristicos de ligacdo dupla, porém a diferenca entre
estes valores pode ser considerada como conseqiiéncia do efeito de ressonéncia entre ligagdo
dupla conjugada a carboxila do anel, como observado para os hidrogénios equivalentes
(Figura 29) (anexo 2).

3.3. Sintese de 7-metoxi-cumarina (82)

O composto 7-metoxi-cumarina (82) foi sintetizado via reacdo de O-metilagdo
segundo o0 esquema abaixo (Esquema 6), o qual foi obtido como um sdélido rosa de
rendimento bruto igual a 70% e ponto de fusdo igual a 114-116 °C (literatura igual a 117-118
°C).

A reacdo de O-metilacdo foi realizada a partir de 7-hidroxi-cumarina (83), hidreto de
sodio (NaH) e iodeto de metila (Mel) em dimetilformamida (DMF), sob temperatura
ambiente, na qual o NaH age como base e o0 Mel como fonte de metila eletrofilica (Esquema
6) (ZHAO et al., 2012). E importante destacar, que a reacdo foi realizada em atmosfera inerte
para que ndo ocorressem reacOes paralelas indesejadas, como reacdo acido-base entre hidreto

de sddio e 4gua da atmosfera.

DMF o o O
82

Esquema 6: Sintese de 7-metoxi-cumarina (82)

Inicialmente, seguindo o protocolo descrito por ZHAO e colaboradores, o rendimento
maximo obtido nesta reacdo era de 63%. A fim de otimizar o rendimento, comegou-se a
evaporar 2/3 do solvente, ja que supostamente 0 DMF poderia contribuir para a solubilizagédo
do composto de interesse em agua. Alem disso, era formado um precipitado fino, que se

aglomerava lentamente. Desta forma, a etapa de filtragdo passou a ser realizada ap6s 1 hora,
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para que o sélido pudesse se aglomerar ao ponto de ndo passar pelo papel de filtro. Através

destes procedimentos o rendimento aumentou 7%.

Como detalhado no mecanismo proposto (Esquema 7), inicialmente o hidreto abstrai o
préton da hidroxila da 7-hidroxi-cumarina (83), formando gas hidrogénio e a 7-oxi-
umbeliferona (1X). Em seguida, ocorre uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2), na
qual a 7-oxi-cumarina formada atua como nucledfilo e ataca o carbono ligado ao iodo. De
maneira concertada, a ligacdo nucledfilo-carbono vai se formando, enquanto a ligagdo C-I vai
se rompendo, até o iodeto ser liberado e assim formar a 7-metoxi-umbeliferona (82)
(Esquema 7) (CAREY & SUNDBERG, 2008).

FosWan T Ne sy Noc8

Esquema 7: Mecanismo proposto para formagéo de 7-metoxi-cumarina (82) (Adaptado de
CAREY & SUNDBERG, 2007).

A fim de se determinar a formacdo da 7-metoxi-cumarina (82) foram realizados
experimentos de determinaco estrutural como RMN *H e *C e espectrofotometria no IV (em
anexo). O principal indicativo da formacdo deste composto foi a presenca do sinal simpleto
em 3,95 ppm com integragdo igual a trés hidrogénios no espectro de RMN *H e o sinal de
metila em 55,42 ppm no espectro de RMN *3C, caracteristicos do grupamento metoxila
(Figura 30). Ademais, no espectro de RMN 'H ndo foi observado o sinal referente ao
hidrogénio da hidroxila fendlica presente no produto de partida (83), fato este que também

corrobora para a confirmacdo da obtencdo da 7-metoxi-cumarina (82) (anexo 3 e 4).

=10,61 ppm 6,,= 3,95 ppm
v m O
~o 0”0
;r 82
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Figura 30: Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-metoxi-cumarina
(83) e 7-metoxi-cumarina (82) nos espectros de RMN *H e **C
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3.4. Sintese de 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a)

O composto 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a) foi sintetizado através da reagdo de
bromacao segundo o esquema abaixo (Esquema 8), o qual foi obtido como um solido laranja
claro com rendimento bruto igual a 73% e ponto de fusdo entre 158-161°C (literatura igual a
158-160 °C). A reacdo de bromacéo foi realizada a partir do tratamento da 7-metoxi-cumarina
(82), com bromo (Bry) em &cido acético (HOAcC) sob temperatura ambiente (Esquema 8)
(PETER et al., 2007).

Bra Br
~ ~
0 070  ope O 0”0
82 8la

Esquema 8: Sintese de 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a).

Nesta reacdo, o atomo de halogénio é inserido primeiramente na posi¢dao-3 do anel da
piranona, porém, bromacdes subsequentes podem ocorrer no anel benzénico (SETHNA &
SHAH, 1944). Inicialmente, a fim de evitar dibromagdes, foi utilizado N-bromossuccinimida
(NBS) como fonte de bromo (ZHAO et al., 2012), ja que este reagente tem como
caracteristica a liberacdo lenta de bromo (CLAYDEN et al, 2001). Contudo, ao monitorar a
reacao por cromatografia de camada fina analitica (CCFA), era observado que a reacdo nao se
completava e, principalmente, o reagente estava sempre em maior propor¢do que produto.
Entdo, a metodologia foi alterada, utilizando para este fim bromo molecular, como ja citado
(PETER et al., 2007). A adi¢do do bromo foi feita lentamente e com cuidado para ndo usar

excesso, evitando, assim, a dibromacéao.

Neste momento da discussdo, vale ressaltar que o composto 3-bromo-7-hidroxi-
cumarina (81b) ndo pdde ser obtido como previamente planejado através da analise
retrossintética. Foi realizada uma tentativa de sintese empregando a metodologia de bromacéo
sugerida anteriomente (Esquema 8), entretanto, os espectros de RMN *H e *3C obtidos ndo
confirmaram o composto (81b). Ao consultar a literatura, foi constatado que a bromagéo em
7-hidroxi-cumarina (82) ndo € restrita apenas a posi¢do 3 no anel de piranona, ocorrendo
também em grande extensdo no anel benzénico devido a grande ativacédo frente a SEA gerada

pela hidroxila. Desse modo, sugeriu-se superas esta dificuldade através da protecdo do

41



grupamento hidroxila por grupamentos metila, obtendo um composto menos reativo
(SETHNA & SHAH, 1944). A obtencéo da (81b) ocorreu, entdo, através da desprotecao da 3-
bromo-7-metoxi-cumarina (81a), tornando, assim, este composto o intermediario chave da

sintese das duas séries.

O mecanismo proposto para a bromacdo decorre de uma substituicdo eletrofilica
aromatica (SETHNA & SHAH, 1944), como é detalhada abaixo (Esquema 9). Como o 4tomo
de bromo € volumoso, pode sofrer polarizacdo e por isso a regido de densidade eletrénica
parcialmente positiva pode sofrer ataque dos elétrons m do anel piranona da 7-metoxi-
umbeliferona (82), causando a ruptura da aromaticidade ao formar o intermediario cationico
(X). Entdo, este intermediario é estabilizado pela deslocalizacdo da carga positiva pelos anéis
da cumarina, representados pelas formas ressonantes (candnicas). Na etapa seguinte, uma
base presente no meio abstrai o hidrogénio do intermediario catibnico e os elétrons que
faziam parte da ligacdo com o préton migram para o anel, restabelecendo a aromaticidade e
consequentemente formando o composto 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a) (CLAYDEN et
al, 2001).
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Esquema 9: Mecanismo proposto para forrmacéo de 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a)
(Adaptado de CLAYDEN et al, 2001).
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Com o propésito de determinar a formacdo da 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a)
foram realizados experimentos de determinacdo estrutural como RMN *H e °C e
espectrofotometria no 1V (em anexo). Ao observar o espectro de RMN *H (anexo 5), ficou
evidente a auséncia do sinal dupleto, equivalente ao Hj presente no espectro produto de
partida (82). Além disso, o H4 aparece como um singleto ja que ndo ha hidrogénio adjacente
para que este se acople e seja observado um sinal dupleto. Outro indicativo de formagédo do
produto provém do espectro de RMN *3C (anexo 6), no qual é identificada a presenca de um
sinal referente a um carbono quaternario, antes ndo observado no produto de partida e a

auséncia do sinal carbono metinico Cs (Figura 31).

6.~=55,42 ppm

5.= 6,23 ppm
8,=7,98 ppm " dupletl::)p 6.H= 8,56 ppm de Hidrogénio
dupleto > H simpleto -3 H v
N .TH X Br
\O 0] O \\\\-\\ \O o O \\\\\
82 Carbono 8la Carbono |
metinico guaternario

Auséncia de sinal \
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Figura 31: Comparacéo entre os principais sinais da 7-metoxi-cumarina (82) e 3-bromo-7-
metoxi-cumarina (81a) no espectro de RMN *H e **C.

Anteriormente fora descrito que a adi¢cdo do bromo poderia ocorrer no anel benzénico.
Entretanto, o resultado do RMN *H indica a bromacéo seletiva no Cs do anel de piranona,
uma vez que se observa um duplo dupleto referente ao Hg, cujas constantes de acoplamento
s30: 8,7 Hz referente ao acoplamento com o Hs por trés ligacdes (J3°) e 2,4 Hz relacionada ao

acolpamento em W (J°), confirmando que ndo ocorreu bromagao no Cs (Figura 32).
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Figura 32: Separacdo de spin dos hidrogénios Hs, Hg e Hg do composto e 3-bromo-7-
metoxi-cumarina (81a) no espectro de RMN *H.

3.5. Sintese de 3-bromo-7-hidroxi-cumarina (81b)

A sintese do composto 3-bromo-7-hidroxi-cumarina foi satisfatoriamente realizada a
partir da reacdo de O-demetilacdo. Foi obtido um sélido de coloragdo rosa claro, com

rendimento de 74% e ponto de fuséo igual a 285 °C.

A reacdo de O-demetilacdo foi realizada a partir do intermediario chave 3-bromo-7-
metoxi-cumarina (81a) na presenca de tribrometo de boro (BBr3) em diclorometano (DCM),
com extrema atencdo, jA que o BBr3 é um liquido volatil e fumegante, a fim de evitar
acidentes no laboratdrio (Esquema 10) (ZHAO et al., 2012).

x Br BBrs x Br
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Esquema 10: Sintese de 3-bromo-7-hidroxi-cumarina (81b).

Foi observado através de monitoramento da reacdo por CCFA, que quando se utilizava
150 mg de 3-bromo-7-metoxi-cumarina, a reacdo findava em 12 horas, com consumo total do
produto de partida. Entretanto, ao aumentar a escala para 600 mg, 0 mesmo ndo ocorria, a
reacdo ndo se completava nem mesmo dentro de um periodo de 24 horas. Este fato dificultou
a obtencdo do composto 3-bromo-7-hidroxi-cumarina (81b), visto que era necessario
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reproduzir repetidas vezes esta sintese, cuidadosamente, a fim de acumular este intermediario

para a obtencdo das series AN,.

Durante os experimentos, também foi testada a desprotecdo dos compostos 80a e 76a,
utilizando BBr; e temperatura igual a -78 °C (MYUNG et al, 2014). Entretanto, ndo foi
obtido sucesso, ja que ambos os produtos de partida foram degradados, sendo observadas
manchas retidas na origem nas respectivas placas de CCFA, mesmo apos utilizar eluente com
elevada forca de eluicéo (dicloro/metanol 10%).

Os éteres sdo compostos estaveis frente a nucleodfilos, mas é possivel fazer com que
eles reajam ao langar méo de &cidos préticos ou de Lewis. O BBr; € considerado um &cido de
Lewis, pois possui um orbital p vazio, sendo ele muito eletrofilico e tendo preferéncia por
atacar o atomo de oxigénio (CLAYDEN et al, 2001).

O mecanismo de O-demetilacdo ¢é apresentado pelo esquema 11, no qual os elétrons
proveniente do oxigénio do éter atacam o orbital vazio do &cido Lewis, BBrs3, formando o
intermediério XI. Em seguida, ocorre a eliminacdo de um equivalente de brometo, originando
o intermediario XII. Nesse momento, ocorre uma reacdo Sny2, no qual o brometo ataca o
atomo de carbono mais suscetivel. Como trata-se de um anel aromatico, ndo é possivel o
ataque nucleofilico ao carbono pertencente a esse anel. Sendo assim, o ataque ocorre ao
carbono metilico onde, simultaneamente, a ligacdo nucledfilo-carbono vai se formando,
enquanto a ligacdo C-O vai se rompendo, ate a liberacdo do brometo de metila e formacéo do
intermediario dibromo(organo)borano XIIl. O dibromo(organo)borano sofre hidroélise para
gerar o composto 3-bromo-7-hidroxi-cumarina (81b), tri-hidroxido de boro (B(OH)3) e acido
bromidrico (HBr) (CLAYDEN et al, 2001).
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Esquema 11: Mecanismo proposto para reagdo de O-demetilagéo para obtencdo de :’»-bromozr5
7-hidroxi-cumarina (81b) (Adaptado de CLAYDEN et al, 2001).




Para confirmar a formacéo da 3-Br-7-hidroxi-cumarina foram realizados experimentos
de determinacéo estrutural como RMN *H e *3C e espectrofotometria no IV (em anexo). O
sinal simpleto em 10,75 ppm referente ao hidrogénio fenolico (Hon) contribui para provar a
formacdo deste compostos no espectro de RMN ‘H. Além disso, ndo é observado sinais
referentes & presenca da metoxila no espectro de RMN *H (entre 3,2- 4,0 ppm) e nem no
espectro de RMN *3C (entre 50- 65 ppm) (Figura 33) (anexo 7).

\
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Figura 33: Comparagéo entre os principais sinais da 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a) e
3-bromo-7- hidroxi -cumarina (81b) no espectro de RMN *H e **C.

3.6. Sintese de 7-R;-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b)

Os compostos 7-R;-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b) foram satisfatoriamente
obtidos como mostrado no esquema 12, langcando méo da reacéo de acoplamento cruzamento
de  Sonogashira a partir da  7-R;-3-Br-cumarina  (8la-b), cloreto  de
bis(trifenilfosfina)paladio(ll), iodeto de cobre, trietilamina e trimetilsililacetileno (TMS-A)
(87) em acetonitrila a 60 °C (YEE et al., 2006). O composto 80a apresentarou-se como um
solido de coloracdo amarela apds purificacdo em coluna flash e utilizando hexano/acetato de
etila 9:1 como eluente. O rendimento obtido para este composto foi razoavel (59%) e o ponto
de fusdo determinado como 135 °C. Ja o composto 80b foi obtido como um 6leo marrom
apos purificagdo em coluna flash utilizando hexano/acetato de etila 7:3 como eluente com

rendimento também razoavel de 53%.
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Esquema 12: Sintese de 7-R;-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b).

Para a sintese de 7-R;-3-(etenil)-cumarina (80a-b), seria necessaria a utilizacdo de
acetileno como bloco de construcdo de dois carbonos, no entanto, sua manipulacdo néo é
conveniente, pois é um gas explosivo. Desse modo, foi utilizado TMS-A, um liquido
destilavel de facil manipulacdo como substituto do acetileno. Assim sendo, se obtem 0s
compostos 88a-b, que necessitam ser desportegidos, para se obter o composto 80a-b

inicialmente desejado.

Ao monitorar a reacdo de sintese da 7-metoxi-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a)
por CCFA ficou evidente que a reacdo nao se completava totalmente, sendo observado um
resquicio da 7-metoxi-3-bromo-cumarina (81a). A fim de contornar essa questdo, foi
aumentado o tempo de reacdo de 30 minutos para 2 horas e a quantidade dos reagentes.
Entretanto, o residuo do composto de partida ainda permanecia. Além disso, observou-se que
guanto mais tempo a reacdo durava, mais impurezas eram formadas, tornando notavel a
necessidade de realizar a purificacdo deste produto. Este comportamento também foi
observado na sintese da 7-hidroxi-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88b). Também ¢é
importante destacar que o solvente originalmente utilizado na literatura, DMF, foi alterado
por outro solvente aprético, acetonitrila, para facilitar a etapa de extracdo, visto que a
acetonitrila (PE= 82 °C) é evaporada mais facilmente que o DMF (PE= 153 °C).

A reacdo de acoplamento cruzado de Sonogashira é uma eficiente ferramenta sintética
para a construcéo de ligages Cspo-Csp, que resulta em compostos acetilénicos dissubstituidos.
Trata-se de um acoplamento cruzado entre haletos de vinila ou arila com acetilenos terminais
catalisado por complexos de paladio (0) e co-catalisado por sais de cobre (1) na presenca de
uma base (SONOGASHIRA et al, 1975).

O mecanismo da reacdo de acoplamento de Sonogashira ainda ndo é exatamente

conhecido (SONOGASHIRA et al, 1975), nem mesmo a estrutura da espécie catalitica ativa e
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0 preciso envolvimento do Cul como catalisador (SONOGASHIRA et al, 1975). No entanto,
0 mecanismo mais aceito combina trés ciclos cataliticos (A, B e B”), envolvendo 0s processos
de adi¢do oxidativa e eliminacao redutiva (Esquema 13) (SONOGASHIRA et al, 2002).

Primeiramente, o complexo PdCI,(PPhs), reage com dois equivalentes do acetileto de
cobre (90), oriundo do ciclo B, para formar o bis(trifenilfosfina)dialquinil de paladio(ll) (91),
que por sua vez sofre eliminagéo redutiva resultando na formacéo do 1,3-butadiino (92) e da
espécie catalitica ativa, bis-trifenilfosfina) de paladio(0) (Pd(PPhs),). O ciclo catalitico do
paladio (A) inicia-se com a adi¢do oxidativa da 3-bromo-7-R-cumarina (81a-b), (etapa a),
levando a formacdo do intermediario de paladio (I1) (X1V). Em seguida, este intermediario
sofre transmetalacao (etapa b) com o acetileto de cobre, oriundo do ciclo B’, resultando no
intermediario (XV). Por fim, a partir da eliminacdo redutiva (etapa c), o produto final
acoplado é formado, 7-R1-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b), e o catalisador de paladio,
Pd(PPhs3),, é regenerado (SONOGASHIRA et al, 2002).

A formacdo do acetileto de cobre (90), utilizado na alquinilacdo do complexo
PdCI,(PPh3), e na transmetalacdo do intermediario (XIV), ocorre através da catalise de cobre
na presenca da base, EtsN (ciclo B e B’). Estes ciclos iniciam-se a partir da interagdo entre o
Cu(l) e a ligacgéo tripla do TMS-acetileno (87), que resulta na formacdo do complexo (XVI).
Tal complexo torna o hidrogénio ligado ao carbono sp mais &cido, devido a capacidade do
cobre de estabilizar carga negativa, ja que possui propriedade eletropositiva. Este fato
possibilita a desprotonacdo deste complexo pela EtsN (89), resultando na formacéo do
acetileto de cobre (90) (KURT, 2005).
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Esquema 13: Mecanismo proposto para reagdo acoplamento de Sonogashira para obtencao de
7-R1-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b) (Adaptado de SONOGASHIRA et al, 2002).
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Para confirmar a formacdo 7-R;-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b) foram
realizados experimentos de determinacéo estrutural como RMN *H e *3C e espectrofotometria
no IV (em anexo). Foram identificados sinais no espectro de RMN *H e *C que néo existiam
nos espectros dos respectivos produtos de partida (81a-b) (Tabela 1). No espectro RMN **C
foram observados sinais referentes a carbonos quaternarios C,- e C,~, entre 98 a 102 ppm,
correspondendo aos carbonos da ligacdo tripla. Também foram identificados sinais referentes
a presenca da metila ligada ao silicio no espectro de RMN *3C (entre -0,21- 0,25 ppm) e ho
espectro de RMN *H integrando 9 hidrogénios (entre 0,25- 0,30 ppm), estes valores
encontram-se em campo mais baixos porque o Si possui caracteristicas eletropositivas
blindando, assim, as metilas. Estas evidéncias somadas confirmam a obtengdo da 7-R;-3-

((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b) (anexos 9 e 10).

Tabela 1: Atribuicdes dos principais sinais da e 7-R;-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b)
no espectro de como RMN *H e *C.

Br
oy —

8la-b 88a-b
88a Meo 0,25 99,49 100,08 0,23
8sb OH 0,28 08,33 101,16 -0,21

3.7. Sintese de 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b)

Os compostos 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b) foram sintetizados como exibido no
esquema a seguir (Esquema 14), a partir de reacdo dos compostos contendo os acetilenos
protegidos com o grupamento trimetilsilila e carbonato de potassio em metanol (GAO et al.,
2013). Os compostos foram obtidos como sélidos marrons e rendimento bruto igual a 73% e
90% respectivamente. O valor de ponto de fusdo de cada composto foi determinado, sendo
162-165 °C para os compostos 80a e igual a 293 °C com degradacéo para o 80b.
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Esquema 14: Sintese de 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b).

A reagdo foi satisfatoriamente realizada para os dois compostos, visto que ao
monitorar a reacdo por CCFA observou-se que os compostos de partida foram totalmente
consumidos. Entretanto, ao proceder com a extracdo do composto (80b), foi observado que
este permanecia dissolvido na agua. Este detalhe indicou que provavelmente o composto
(80b) estivesse ionizado, j& que o meio reacional estava altamente alcalino. Logo, antes de

realizar a extracdo, o pH foi ajustado para o valor igual a 7, eliminando assim o problema.

O mecanismo proposto para esta reacdo € apresentado abaixo (Esquema 15).
Inicialmente, a partir de uma reacdo acido-base, na qual ocorre a abstracdo do préton do
metanol pelo carbonato (COj3"), forma-se & nion metoxila e um bicarbonato (HCO3), sendo
estabelecido um equilibrio entre os reagentes e os produtos formados (Keg= 3,7 X 10 a 298
K). Tendo em vista que, os grupamentos trimetilsilila sdo eletrofilos duros, estes irdo reagir
rapidamente com nucle6filos duros, como oxigénio. Sendo assim, 0 metoxilato ataca o silicio
formando um intermediario de geometria bipiramide trigonal (XVII), no qual o silicio esta
pentacoordenado e carregado negativamente. Este ataque € facilitado devido as longas
ligacGes entre Si-C, que diminuem o efeito estérico. Em seguida, ocorre a liberagdo do anion
acetilénico, ja que este € um bom grupo abandonador. Por fim, o anion acetilénico abstrai um
préton do bicarbonato, formando o composto 3-etenil-7-R;-cumarina 80a-b (CLAYDEN et
al, 2001).
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Esquema 15: Mecanismo proposto para a obtencdo da 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b)
(Adaptado de CLAYDEN et al, 2001).

Para confirmar a formacdo da 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b) foram realizados
experimentos de determinagéo estrutural como RMN *H e **C e espectrofotometria no IV (em
anexo). Primeiramente, constatou-se que os sinais referentes & metila da trimetilsilila estavam
ausentes nos espectros de RMN *H e *C dos compostos 80a-b (Tabela 2). Além disso, no
espectro de RMN 'H, foi identificado o sinal simpleto integrando um hidrogénio préximo da
regido caracterisitica de hidrogénios acetilénicos (Tabela 2). Por fim, outro indicativo da
formacdo do produto provém do espectro de RMN *C foi a identificacdo de um sinal de
carbono metinico correspondendo ao C,- (85,87 ppm), sendo que antes no produto de partida,
este carbono apresentava-se como sinal equivalente a um carbono quaternario, ndo mais
observado neste espectro de RMN *3C (Tabela 2). Estas observacdes possibilitam afirmar que
0s compostos 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b) foram obtidos.
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Tabela 2: Atribuicéo dos principais sinais da 7-R3-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-
b) e 3-etenil-7-R;-cumarina (80a-b) no espectro de RMN *H e *C.

Pyt
N 3"
S
Carbono Carbono
quaternario metinico
78,65 85,87
80b OH 4,01 - -

3.8. Sintese de Azidas aromaticas (78b-g)

As azidas (78b-g) foram obtidas através da reacdo entre os ions diazonicos
correspondentes e azida de sédio. Estes ions foram sintetizados via reacdo de diazotacdo a
partir de aminas aromaticas, nitrito de sodio e acido cloridrico em temperatura igual a 0 °C
(Esquema 16) (CHENG et al., 2012). Tais azidas foram obtidas como 6leos de coloracdo

entre amarelo-marrons e rendimento entre 75-81%.

1) 0 °C, HCI

O/NHz NaN02 | SN N3
=
2) NaNj3 Rz/
79b-g 78b-g
Esquema 16: Sintese de azidas aromaticas (78b-g)

A reacdo de diazotacdo envolve o tratamento de aminas primarias com acido nitroso
(HONO) resultando na formacdo do respectivo sal diazénico. O ion diaz6nio é instavel e a
temperatura pode decompor-se, e liberar N,. No entanto, este ion tem estabilidade suficiente
em solucdo aquosa entre 0 e 5 °C (CLAYDEN et al, 2001). Logo, a temperatura foi
rigorosamente controlada, para que permanecesse nesta faixa. Além disso, mesmo respeitando
a temperaturas dos banhos de gelo, apds sua preparacdo, estes os ions diazénicos foram,
imediatamente, utilizados na sintese das azidas sem serem isolados.
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O mecanismo da diazotac¢do inicia-se com a formacdo in situ do HONO (93), a
partir da reacdo entre NaNO, e HCI. O HONO, por sua vez, dissocia-se para produzir o
ion nitrosénio (94) (Esquema 17) (CLAYDEN et al, 2001).

HCI (aq) + NaNO, (ag) — HONO (aq) + NaCl (aq)
93
H,O
N N

H-0-N=Q H — +Q-N=0 N=0
\ H 94 /
Esquema 17: Mecanismo proposto para a formacdo do HONO (93) in situ (CLAYDEN et
al, 2001).

Em seguida, ion NO" (94) sofre ataque do par de elétrons do nitrogénio da amina
(79b-g), levando a formacgdo do ion N-nitrosamoénio instavel (XVIII). Por sua vez, este
intermediério perde um préton, seguida da eliminacdo de &gua, resultando no diazoidréxido
(XIX). Este na presenca de acido é protonado (XX) e, posteriormente, perde dgua para formar
0 ion diazonio (95b-g) (CLAYDEN et al, 2001).

4 e N

W3 N :
N7UH N=Q COVNIN=D H == { )N=N-OH
|// Y H’+"_'Q SR YR
R:™ 79b-g Re ey P A Rz xix (g-.
ﬂ H™+ H
e
_ NN

VY20 s A WAL VAR
\ Rx 956 HO g /
-g 2 XX

Esquema 18: Mecanismo proposto para a formacéo de sais diazénicos (95b-g) (Adaptado
de CLAYDEN et al, 2001).

A natureza dos intermediarios, da etapa que se segue, tem sido objeto de discussao
desde a sua descoberta. Ha um consenso que a azida, agindo como nucledfilo, ataca o ion de
arenodiazénio, eletréfilo fraco, resultando na formagdo do intermediario penta nitrogenado

(XXI), seguida da eliminacdo de uma molécula de nitrogénio, o que resulta na formacéo da
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azida (78b-g). Estudos espectroscopicos de RMN 'H estabeleceram a existéncia das trés
formas isoméricas do intermediario (XXI), ou seja, a (Z, E), (E, E) e (E, Z), sendo o isbmero
(Z, E) o mais favoravel (BUTLER et al, 1998).

4 - I
N=N=N
N=N
W N e A WL o
R2 NN R> N2 R>
\_  95bg XXI 78b-g -/

Esquema 19: Mecanismo proposto para a formacéo da azidas (78b-g) a partir dos
respectivos sais diazénicos (Adaptado de BUTLER et al, 1998).

Jé& a benzilazida (78a) foi sintetizada via reacdo de substituicdo nucleofilia entre azida
de sadio e o brometo de benzila em um mistura de agua/acetona (Esquema 20) (HONG et al.,

2013). Esta azida foi obtida como 6leo de coloracdo amarela e rendimento igual a 78%.

©/\Bl‘ NaN; ©/\N3
—_—

79a H,O/ Acetona 78a

Esquema 20: Sintese de azidas (78a).

O mecanismo proposto para a sintese da benzil azida (78a) passa por uma substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sn2) (Esquema 21) (SMITH & MARCH, 2007). Na primeira etapa,
a azida, considerada um bom nucledfilo, ataca o carbono ligado ao brometo (79a).
Concertadamente, a ligacdo N-carbono vai se formando, enquanto a ligacdo C-Br vai se
rompendo, até o brometo, bom grupo de saida, ser eliminado e assim formar a benzil azida
(78a).

Esquema 21: Mecanismo proposto para a obtencdo da azidas (78a) (Adaptado de SMITH
& MARCH, 2007). 55



Optou-se por ndo caracterizar as azidas sintetizadas, pois estas sdo descritas como

substancias instaveis, logo, degradariam até o0 momento em que fossem analisadas.
3.9. Sintese de 7-R;-3-(1H-1,2,3-triazol-4-R)-cumarina (76a-g) e (77a-g)

Os compostos triazolicos (76a-g) e (77a-g) foram sintetizados através da reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por cobre (I) lancando méo das 3-etenil-7-R-cumarinas e
das azidas aromaticas, previamente, sintetizadas (Esquema 22) (SIVAKUMAR et al., 2004).
Como fonte de cobre foi utilizado sufato de cobre (I1) (CuSO,) e o acido ascorbico, que
desempenha a funcdo de agente redutor responsavel por gerar a espécie ativa Cu (I). Foram
obtidos 12 compostos sélidos com rendimento bruto entre bom e 6timo, compreendendo a
faixa entre 80-94% (Tabela 3). Entretanto, a reacdo de cicloadicdo levava a produtos de
degradacdo e apenas os compostos 76a-g (AN1) e 77d (AN2) foram satisfatoriamente
purificados em coluna flash, sendo utilizado como eluente tolueno/éter 5% e dicloro/metanol
5% respectivamente. O valor de ponto de fusdo e pureza para cada composto sintetizado

encontram-se na tabela a seguir (Tabela 3) (anexo 46-53).

CuS0,.5H,0 @RZ
/@l/ O’ Ac Ascorbico 4
00 R 0

76a-g
80a-b 78a-q EtOH/H,0 TTag

Esquema 22: Sintese de 7-R;-3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-cumarina (76a-g) e 77(a-g).
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Tabela 3: Ponto de fusdo, rendimentos da sintese e pureza das 7-R;-3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-
cumarina (76a-g) e 77(d).

N=N 7
N+R,:
T 2l
R oas L
' Rt
e 0”0
76a MeO Benzil 200(D) 85 100
76b Meo Fenil 221 67 100
76¢ Meo 4-Meo-fenil 217-223 80 98,26
76d Meo 3,4,5-trimetoxi-fenil 244 (D) 91 100
76e Meo 4-Br-fenil 281 (D) 79 97
76f Meo 4-Cl-fenil 281-283 90 90
76g Meo Naftil 245 84 100
77d OH 3,4,5-trimetoxi-fenil 256(D) 65 -

Ao acompanhar a reacdo de CAACu através da CCFA, uma duvida era permanente, o
Rf da mancha referente ao alcino de partida (80a) e da amostra da reacdo eram muito
préximos, isto dificultava avaliar se existia produto formado e o quanto restava do alcino de
partida (80a). Um detalhe chamou a atencédo, o tom azul fluorescente, & 365nm, das manchas
era distinto, o que sugeria que algo deveria ter sido formado, mas ainda assim, permanecia a
necessidade de saber se a reacdo havia findado. Para sanar esta ddvida, uma amostra desta
reacdo foi analisada por CLAE (Figura 33), utilizando coluna Chomolight Merck C18
(10mmx4,6mm,x5mm) e acetonitrila/H,O 30% como eluente. O resultado mostrou que a
proporcdao do alcino de partida (80a) presente na amostra da reacdo era desprezivel,

significando que a reacdo havia terminado.
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Figura 34: Cromatogramas da reagdo de CUAAC parao btengéo do produto 76b. (A=340
nm, coluna C-18, eluida com acetonitrila/H,O 35%); A —3-etenil-7-metoxi -cumarina
(80a); B — amostra da reacdo de de CUAAC apos 24 horas.

Vale a pena ressaltar que a estrutura planar caracteristica destes compostos cumarino-
triazdlicos supostamente promove alta intera¢do intermolecular n-w entre tais estruturas o que,
consequentemente, contribuiu com a baixa solubilidade observada nestes compostos. Devido
a esta caracteristica, foram encontradas grandes dificuldades na etapa de purificacdo destas
substancias. Primeiramente, foram pesquisados solventes, ou mistura de solventes, que
pudessem ser empregados na recristalizagdo dos compostos da primeira série sintetizada ANL1.
Entretanto, estes compostos ou eram insoluveis independente da temperatura aplicada, ou se
solubilizavam a quente, mas ndo precipitava a frio (ex.. etanol, acetona, mistura
etanol/acetona). Desse modo, foi testada a purificacdo via cromatografia de coluna flash,
utilizando como eluente hexano/acetato:acido acético e tolueno éter em diversas proporcoes.
A melhor condicdo, a qual foi possivel realizar a purificagdo dos 7 compostos, foi
empregando tolueno:éter 5%, 0 que sugere a necessidade de um solvente capaz de realizar

interagdes intermoleculares n-m entre 0os compostos cumarinicos-triazélicos. Esta condicao
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foi empregada na separagdo dos compostos (76a-g), mas ndo foi possivel ser utilizada para a
série (77a-g), visto que, o eluente tolueno/éter 5% ndo apresentava forca suficiente para eluir
e, consequentemente, separar tais compostos. Assim, foram testados eluentes com proporcoes
maiores de éter e a mistura tolueno:acetato de etila, pois este possui forca de eluicdo maior
que o éter. O teste realizado através de CCFA mostrou que o eluente tolueno/acetato de etilia
20% era mais adequado, entretanto, ao testa-lo via cromatografia de coluna flash apenas o
composto 76a pdde ser isolado com grau de pureza adequado. Além disso, visando evitar
perda de material, foi testada a purificacdo utilizando cromatografia de camada delgada
preparativa (CCFP), a partir do eluente que apresentou melhor resultado na CCFA, ie.
tolueno:acetato de etila 20%. Porém, ndo era observada uma separagdo eficiente ja que o
produto de interesse se arrastava pela placa, co-eluindo com impurezas. Somente fracbes com
pequena quantidade do material eram isoladas, insuficientes para serem detectadas com
eficiéncia pelos métodos espectroscopicos. Acredita-se que esse comportamento da série AN2
aconteca por causa da hidroxila, capaz de interagir muito com os silandis existentes na fase
estacionaria, através de ligacGes de hidrogénio. Assim sendo, os demais compostos da série
AN2, exceto 77d, ndo foram eficientemente purificados, e consequentemente, ndo puderam

ser caracterizados. Estudos mais minuciosos seréo realizados a fim de resolver tais problemas.

A reacdo CuAAC foi empregada como alternativa a cicloadicdo térmica 1,3-dipolar,
visto que esta metodologia classica apresenta desvantagens como longos tempos reacionais,
utilizacdo de altas temperaturas, baixos rendimentos e formacdo de uma mistura de
regioisdmeros triazolicos 1,4 e 1,5-dissubistituidos quando alcinos assimétricos estdo
envolvidos (HEIN & FOKIN, 2010). Contudo, a presenca de cobre altera estas caracteristicas
ao transformar o mecanismo concertado em uma sequéncia de etapas rapidas, as quais
envolvem intermediarios polares responsaveis por definirem a regioespecificidade da reacéo.
Pode-se dizer que a reacdo CUAAC possibilita a utilizacdo de condi¢des muito mais brandas,
0 que resulta em rendimentos muito altos (MELDAL et al., 2002; SHARPLESS et al., 2002)

O conjunto destas vantagens tornam a reagdo CUAAC o sinbnimo perfeito do conceito
“Click Chemistry” (KOLB et al., 2001). Entretanto, como descrito anteriormente, a
purificacdo dos compostos 1,2,3-triazélicos deste trabalho precisou ser realizada a partir de
métodos cromatograficos, contrario ao que € determinado pelos critérios “click”. Acredita-se
que as impurezas observadas na reacdo sejam oriundas da decomposicdo dos alcinos de

partida, entretanto, este fato carece ser investigado mais detalhadamente.
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O mecanismo inicialmente postulado para a CUAAC (Esquema 23-A), baseado em
calculos tedricos de densidade funcional, sugeriu o envolvimento de complexos de Cu(l)
mononuclear. No qual a primeira etapa envolve a complexagdo entre os elétrons m do alcino
(80a-b) com o cobre (1), seguida da abstracdo do hidrogénio terminal do alcino (80a-b),
resultando no acetileto de cobre, XXI1 (etapa a). Isto € possivel porque a complexa¢do com o
cobre diminui o pKa do alcino terminal, permitindo que a desprotonagdo ocorra em meio
aquoso. Entéo, a azida (78a-g) € ativada por se coordenar ao cobre, ao formar intermediario
XXIII (etapa b). Além de aumentar a proximidade em os reagentes, o cobre torna N; mais
eletrofilico e C, mais nucleofilico, favorecendo o ataque de C, a N; para formacdo do
metalociclo XXIV (etapa c). Esta etapa define a regioespecificidade da reacdo. Em seguida,
ocorre a contracdo do anel, levando a formacéo da triazolila de cobre XXV (etapa d). Por fim,
ocorre a protonacdo do intermediario triazoila de cobre com a formacéo do 1,2,3-triazol (76-
77a-g) e regeneracédo do catalisador (etapa e) (HEIN & FOKIN, 2010).

Contudo, estudos subsequentes, constataram que 0 mecanismo desta reacdo era mais
complexo e sugeriram a participagcdo de complexos de Cu (I) dinucleares ao se basear em
experimentos cinéticos (RODIONOV et al., 2005) e computacionais (HIMO et al, 2005;
AHLQUIST & FOKIN 2007; STRAUB, 2007). Fokins e colaboradores publicaram estudos,
nos quais afirmaram que o complexo de acetileto de Cu dinuclear (XXVI1) corresponde a
espécie catalitica ativa e descrevem o mecanismo baseado nos complexos dinucleares
(WORRELL et al., 2013) (Esquema 23-B). No mecanismo do esquema a seguir, O
intermediario XXVI se complexa com outro fon de Cu® seguida da desprotonacdo deste
intermediario (etapa a), levando ao acetileto de Cu dinuclear XXVII. Na etapa seguinte (etapa
b), o N3 nucleofilico se complexa com o Cu® e o carbono da tripla ataque de N; eletrofilico,
levando ao intermediario dinuclear XXVI. Logo, ocorre a contracdo do anel, levando a
formacédo do triazolila de cobre XXVI11 (etapa b), cuminando na protonacao do intermediario

triazoila de cobre com a formag&o do 1,2,3-triazol (Esquema 23-B).
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Esquema 23: A — Mecanismo da CuAAC baseado no envolvimento de complexos de Cu(l)
mononuclear (Adaptado de HEIN & FOKIN, 2010). B- Mecanismo da CuAAC baseado nos
complexos dinucleares (Adaptado de WORRELL et al., 2013).

Recentemente, Bertrand e colaboradores, conseguiram isolar complexos de mono e bis
acetileto de Cu(l) (XXII e XXVII respectivamente) e demonstrar que ambas as espécies sdo
ativas no ciclo catalitico da CUAAC, contudo, o complexo dinuclear esta envolvido na via

cineticamente mais favorecida (Esquema 24). Além disso, foi possivel isolar um complexo de
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triazoila de Cu dinuclear nunca descrito (XXIX).

Assim, 0s autores propuseram que a

desmetalacdo de XXIX ocorre a partir do préton proveniente do alcino, capaz de regener o
acetileto de Cu(l) dinuclear XXIX e tornando o complexos de LCu(l)X desnecessario para
recomecar o ciclo catalitico (BERTRAND et al., 2015).

OA

XXIX

N :N\
=
Cu?ln

Esquema 24: Mecanismo da CUAAC envolvendo ambos os complexos mono e bis acetileto

de Cu(l) XXII e XXVII respectivamente (Adaptado de BERTRAND et al., 2015).

A fim de confirmar a formagdo dos compostos de 7-R;-3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-

cumarina (76a-g) e (77d) foram realizados experimentos de determinagdo estrutural como
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RMN *H e 3C e espectrofotometria no IV (em anexo). A partir dos espectros de RMN *H,
ndo foram observados sinais referentes ao hidrogénio ligados a tripla, por outro lado, foram
observados o0s sinais simpletos caracteristicos do anel triazdlico e cumarinico com
deslocamentos quimicos entre de 8,83-9,56 ppm e 8,62-9,33 ppm respectivamente, que
comprovaram a formacdo do produto desejado (Figura 34) (Tabela 4 e 5). Ademais, foram
atribuidos sinais caracteristicos a cada anel aromaticos ligado ao triazol nos espectros de
RMN 'H e 3C (Tabela 4, 5 e 6).
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Figura 35: Sinais referentes ao anel triazélico e cumarinico no espectro de RMN *H

Os compostos triazoloicos (76a-g) apresentaram pureza maior que 95%, de modo que
estes serdo enviados para serem ensaiados frente a células de linhagens de cancer de mama
SkBr3 e MCF-7.
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3.10. Sintese “one-pot” de 7-metoxi-3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-cumarina (76b)

Dada a dificuldade de se acompanhar e isolar os produtos triazolicos finais devido a
presenca de impurezas oriundas da reacdo CUAAC a partir dos alcinos desprotegidos, decidiu-
se fazer um ensaio de sintese “one-pot” da 7-metoxi-3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-cumarina
(76b) a partir do composto (81a), fenil azida (78b), fluoreto de tetrabutilaménio (n-BusNF),
iodeto de cobre (Cul), N,N,N',N"”N"-pentametildietilenetriamina (PMDETA) em
tetraidrofurano (THF) (Esquema 25) (STEFANI et al., 2012). Desta forma, 76b foi obtido

como um s6lido marrom com rendimento bruto de 87% e com um aspecto reacional muito

mais limpo.
S|./
|
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Esquema 25: Sintese “one-pot” da 7-metoxi-3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-cumarina (76b)
(STEFANI, et al., 2012)
Nesta metodologia, a sintese da 7-metdxi-3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-cumarina (76b)
foi realizada em um mesmo passo, “one pot”: reacdo de desprotecdo do grupamento

trimetilsilila, sequida da reagédo de CUAAC.

O monitoramento da reacdo foi feito por CCDA, utilizando como padrdes de
referéncia: o produto de partida (88a), o alcino desprotegido (80a) e o produto de interesse
(76b). Como resultado foi observado que o produto de partida foi totalmente consumido
originando diretamente o composto triazolico (76b), o que demonstrou que esta reacdo foi
satisfatoriamente executada. O alcino desprotegido (80a) ndo foi observado, o que indica que
este ao ser formado, era imediatamente, consumido via CUAAC, evitando sua degradagéo no

meio reacional.

A desprotecédo do grupamento trimetilsilila ocorre atraves da reagdo entre 0 composto
(88a) com o fluoreto. Neste caso, o n-BusNF, por ser sollvel em solventes organicos, foi
empregado como fonte de fluoreto. Tal ion, altamente eletronegativo, € um nucledfilo
bastante duro e eficaz para a interagdo com o silicio, capaz de formar fortes ligacdes )
(CLAYDEN et al, 2001).
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O mecanismo da etapa de desprotecdo a partir do fluoreto (Esquema 26) acontece de
modo similar ao descrito anteriomente no esquema 16. O fluoreto inicialmente ataca o orbital
d do silicio, formando um intermediario pentacoordenado (127), no qual o silicio encontra-se
negativamente carregado. Entéo, ocorre a liberagcdo do anion acetilénico, ja que este € um bom
grupo abandonador (CLAYDEN et al, 2001). Este intermediario pode prontamente interagir

com o ion cobre para formar o acetileto de cobre (90) para a reagdo de CUAAC.

|
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Esquema 26: Mecanismo proposto para a obtencdo da 3-etenil-7-metoxi-cumarina a partir
de fluoresto (80a) (Adaptado de CLAYDEN et al, 2001).

Neste caso especifico de CuAAC, foi utilizado como fonte de Cu(l) o sistema
catalitico Cul/PMDETA. O uso de ion cuproso como fonte direta em reacdes CUAAC tem
desvantagem, pois apesar destes estarem no estado oxidativo correto para o processo catalitico
e serem solGveis nos solventes empregados, normalmente se apresentam como aglomerados
estaveis (MELDAL &TORNGE, 2008; HEIN & FOKIN, 2010) Desta forma, é necessaria a
utilizacdo de base nitrogenada ou de aquecimento para promover a formacdo inicial do
acetileto de cobre. Outra desvantagem do uso de sais de Cu(l) é que estes podem ser oxidados
para Cu(ll) e/ou sofrer desproporcionamento para cobre metalico e Cu(ll). O PMDETA age
como centro doador na coordenagdo com o cobre e diante dos contratempos citados, 0
emprego deste ligante torna-se importante, pois funciona como base, também sendo capaz de

proteger o Cu(l) de oxidacdo na presenca de oxigénio (HEIN & FOKIN, 2010).

O ligante PMDETA néo é necessario para o efeito catalitico do Cu(l), logo, pode-se

dizer que o mecanismo desta etapa ocorre como descrito anteriormente no esquema 24.

Como vantagem da metodologia “one-pot” pode-se citar: menor gasto de solventes,
menor tempo reacional e praticidade. Além disso, comparativamente, o rendimento da sintese
“one-pot”, 86%, foi melhor que o rendimento global da reacdo de desprotecdo do grupamento
trimetilsilila e CUAAC, 47,2%. Desta forma, este protocolo sera expandido para 0s outros
compostos da série facilitando suas obtencdes e, provavelmente, permitindo a obtencédo da

série de AN2.
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4. CONCLUSOES

Utilizando uma metodologia sintética elaborada, ja que foram empregadas reac6es nao
convencionais com acoplamento Cruzado de Sonogashira e CuAAC, foi possivel obter
compostos cumarinicos-1,2,3-triazéis inéditos, analogos ao Novobiocin, como protétipos de

compostos anti-tumorais atuando pela inibicdo HSP9O0.

Esta metodologia sintética se mostrou adequada para os objetivos deste trabalho, ja
que garantiu a obtencdo dos compostos andlogos com rendimentos variando de razoaveis a
Otimo (65-91%) na etapa chave de cicloadicdo. Entretanto, o processo de purificacdo trouxe
grandes dificuldades devido a propriedade estrutural destes compostos, ie capacidade de
promover alta interacdo intermolecular m-m entre si que, consequentemente, contribuiu com a
baixa solubilidade observada. Assim, 6 compostos da série AN2 (77a-c, 77 e-g) nao foram

satisfatoriamente purificados e caracterizados como planejado.

Os compostos obtidos puros (76a-g 77d) foram caracterizados através de métodos
espectroscopicos de infravermelho e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono
(RMN de *H e de 13C), sendo que, os mesmos estdo sendo ensaiados frente a células de

linhagens de cancer de mama SkBr3 e MCF-7.

Ademais, foi realizado um ensaio de sintese “one-pot” para obtencdo de 1,2,3-triaz0is,
devido a dificuldade de se acompanhar e isolar os produtos triazoélicos finais dada a presenca
de impurezas oriundas da reacdo CuAAC a partir dos alcinos desprotegidos. Assim, foi
observado como vantagem da metodologia “one-pot”: menor gasto de solventes, menor tempo
reacional e praticidade. Além disso, comparativamente, o rendimento da sintese “one-pot”,
86%, foi melhor que o rendimento global da reacdo de desprotecdo do grupamento
trimetilsilila e CUAAC, 47,2%. Assim sendo, este protocolo sera expandido para 0s outros
compostos da série facilitando suas obtencdes e, provavelmente, permitindo a obtencdo da

completa da série AN2.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Metodologia sintética

A fase orgénica das reacdes foi seca sob sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente
foi evaporado a pressdo reduzida em evaporador rotatério, modelo RV 10 digital e banho
IKA, modelo HB 10 digital.

O acompanhamento das reacbes foi feito através da técnica de cromatografia em
camada fina analitica (CCFA), na qual foram utilizadas placas de aluminio Kieselgel 60 (HF-
254, Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizacdo das substancias em CCFA foi

realizada em lampada ultra violeta (254 e 365 nm).

A purificacdo dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografias liquida
de adsorcdo em coluna flash, Isolera Biotage, modelo 1SO-4SV (ICE-UFRRJ). Para a
confec¢do da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh (Merck). E como fase movel, foram
utilizadas as misturas solventes de acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada

composto.

Os espectros de RMN'H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (ICE-UFRRJ), operando a 500MHz e 400MHz, respectivamente. As amostras
foram dissolvidas em CDCl; DMSO-ds ou acetona-d6, contendo tetrametilsilano (TMS)

como referéncia interna e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro.

Os espectros de RMN*C foram obtidos operando a 125 MHz e & 100MHz, em
aparelho Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (ICE-UFRRJ), respectivamente, e as
amostras foram dissolvidas em CDCIl; DMSO-ds ou acetona-d6, contendo TMS como

referéncia interna.

As éareas dos picos foram obtidas por integracdo eletronica e sua multiplicidade

descrita com: s-singleto / d-dubleto / t-tripleto / g-quarteto / m-multipleto / dd-duplo dubleto.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em espectrofotdmetro
Bruker 1600 FT (ICE-UFRRJ), utilizando-se pastilhas de brometo de potéssio (KBr).
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Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho AAKER modelo PFM-I1I e 0s

valores ndo foram corrigidos.
5.2 Sintese de 7-hidroxi-cumarina (83)

(AMARAL & KUMMERLE, 2011)

......................................................................................................
* *
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........................................................................................................

Em um erlemmeyer de 50 mL foram adicionados resorcinol (84) (20 mmol)
pulverizado, acido malico (86) (20 mmol) e acido H,SO,4 (10 mL). Na saida do erlenmeyer foi
colocado um funil de vidro, a fim de canalizar a saida do gas liberado na reagdo e evitar
proje¢des. Em um microondas caseiro, a mistura foi irradiada no centro do prato, em poténcia
6 durante 10 segundo por 3 pulsos. Logo apds a irradiacdo, foi adicionado 5 mL de &gua
guente, e agitada. Em seguida, foi colocado gelo picado dentro do erlenmeyer. Apds o

derretimento do gelo, o precipitado formado foi filtrado a vacuo.

O composto 83 foi obtido como um solido coral em 80% de rendimento bruto. Ponto
de fusdo igual a 235 °C (literatura igual a 230 °C). RMN'H (500 MHz) DMSO-dg/ TMS (8-
ppm): H3=6.21 (d, J = 9.4 Hz, 1H); H4=7.94 (d, J = 9.5 Hz, 1H); Hs=7.54 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
He=6.79 (d, J = 8.5 Hz, 1H); Hg=6.72 (s, 1H); Hon=10.60 (s, 1H). RMN"C (125MH?z)
DMSO-dg/ TMS (6-ppm): C,=161,75; C3=113,5; C,=145,02; Cs=130,20; Ce= 111,88;
C;=160,92; Hg=102,89; C4=156,00; C1o= 111,75. I.V. Max. (KBr) y— cm™: 3083,03(Csp2-H);
2924,89(Csqp3-H); 1681,83 (C=0); 3169,82 (C-OH).
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5.3. Sintese de 7-metoxi-cumarina (82)

(ZHAO et al., 2012)

---------------------------------------------------------------------------
-
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Em um baldo de 50 mL, foi adicionado 10 mL de DMF seco, 7-hidroxi-cumarina (83)
(3,1 mmol), NaH 60% em dispersdo de 6leo (4,6 mmol) e por dltimo, o iodometano (6,2
mmol). A reacdo foi realizada em atmosfera inerte de nitrogénio, sob agitacdo e em
temperatura ambiente por 3 horas. Ao fim, 2/3 do solvente foi evaporado e a solugédo foi

vertida em agua/gelo. O solido foi filtrado e seco a vacuo para fornecer o produto (82).

O composto 82 foi obtido como um sdélido rosado em 70% de rendimento bruto e
ponto de fusdo igual a 114-116 °C (na literatura igual a 117-118 °C). RMN'H (500 MH?z)
acetona-dg/ TMS (8-ppm):Hs= 6,23 (d, J = 9,5 Hz, 1H); Hy,= 7,92 (d, J = 9,5 Hz, 1H); Hs=
7,60 (d, J = 8,6 Hz, 1H); He= 6,93 (d, J = 8.6 Hz, 1H); Hg= 6,90(s, 1H); Hy = 3,95 (s, 3H).
RMN®C (125MHz) acetona-ds / TMS (8-ppm): C,= 163,32; Cs= 112,25; C,= 143,40; Cs=
129,27; Ce= 112,75; C;= 160,07; Cg= 100,53; Co= 156,05; Cyo= 112,58; C; = 55,45. L.V.
Max. (KBr) y— cm™: 3083,99 (Csp2-H); 2937,41 (Csps-H); 1705,94 (C=0); 1613,36 (C=C);
1504,39 (C=C); 1462,92 (C=C); 1123,47 (C-0O).

5.4. Sintese de 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a)

(PETER et al., 2007)

--------------------------------------------------------------------------
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Em um baldo de 100 mL, foi adicionado 7-metoxi-cumarina (82) (5,7 mmol) e acetado
de sodio (17,0 mmol) em 40 mL de &cido acético. Em seguida, adicionou-se bromo (7,3
mmol) lentamente. A reacdo foi mantida sob agitacdo e temperatura ambiente durante 2 horas.
Por fim, foi adicionado agua/gelo e entdo o precipitado foi filtrado e lavado com &agua e

metanol gelados, para fornecer o produto 81a.

O composto 81a foi obtido como um s6lido amarelado em 73% de rendimento bruto e
ponto de fusdo igual a 158-161 °C (na literatura igual a 158-160 °C). RMN'H (400 MHz)
DMSO / TMS (8-ppm): Hs= 8,56 (s, 1H); Hs= 7,63 (d, J = 8,7 Hz, 1H); He= 7,00 (dd, J =
8,7, 2.4 Hz, 1H); Hg= 7,06 (d, J = 2.4 Hz, 1H); H:= 3,92 (s, 3H). RMN"C (100MHz)
DMSO / TMS (6-ppm): C,= 155,15; C3= 106,99; C,4= 145,19; Cs= 129,44; Cs= 113,46; C;=
163,24; Cg=101,08; Co= 157,29; Cio= 113,43; C;= 56,54. .V. Max. (KBr) y- cm™:
3052,17(Csp2-H); 2975,02(Cgpz-H); 2929,7(Csps-H); 1723,29 (C=0); 1599,86 (C=C); 1503,42
(C=C); 1454,24 (C=C); 1220,87(C-O).

5.5. Sintese de 3-bromo-7-hidroxi-cumarina (81b)

(ZHAO et al., 2012)

.........................................................................

..........................................................................

Em uma solucdo de 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a) em DCM, foi adicionado BBr;
a 0 °C. Entdo, a mistura reacional resultante ficou sob agitacdo a 40 °C em tubo selado por 4
horas. Apos este periodo, o solvente foi evaporado e adicionado solugdo saturada de bissulfito
gelada a mistura reacional. O solido foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada, para

fornecer o composto 81b.

O composto 81b foi obtido como um sélido rosado em 74% de rendimento bruto e
ponto de fusdo igual a 285 °C como degradacdo. RMN'H (500 MHz) DMSO-dg / TMS (8-
ppm): H,= 8,50; Hs= 7,53; He= 6,85; Hg= 6,75; Hon= 10,75. RMN"C (125MHz) DMSO-
de/ TMS (6-ppm): C,= 152,22; Cz= 105,74; C4=146,04; Cs= 129,76; Ce= 114,17; C;=
162,11; Cg= 102,54; Co= 157,38; Cyo= 112,37. L.V. Max. (KBr) y— cm™: 3046,38 (Cgp2-H);
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2923,9 (Cqps-H); 1693,4 (C=0); 1619,14 (C=C); 1439,78 (C=C); 3255,65 (C-OH); 1231,48
(C-0).

5.6. Sintese de 7-R-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b)

(YEE et al., 2006)
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Em um baldo, foram adicionados 3-bromo-7-metoxi-cumarina (81a-b) (3,90 mmol),
Cul (0,16 mmol), PdCI,(PPh3) (0,18 mmol), trietilamina (7,84 mmol) e solubilizados em
acetonitrilia (40 mL). Em seguida, quando a temperatura alcancou os 60 °C, adicionou-se
TMS-A (6,47 mmol) e o tubo foi selado. A reacdo teve sua atmosfera trocada por gas inerte
(N2) e ficou sob agitacdo por 2 horas. Ao fim da reacdo, a acetonitrila foi evaporada. O
residuo foi diluido em acetato de etila e entdo a solucdo foi filtrada. Por fim, o solvente foi
evaporado. Os produtos obtidos 88a-b foram purificado em coluna cromatografica flash,
utilizando como fase estacionaria normal (gel de silica) e fase moével mistura de

hexano:acetato de etila 9:1.

O composto 88a foi obtido como um solido amarelo em 59% de rendimento e ponto
de fuséo igual a 135 °C. RMN'H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): Hs= 8,31 (s, 1H);
Hs= 7,63 (d,1H); He= 6,99 (dd, J = 8,6, 2.4 Hz, 1H); Hs=7,03 (d, J = 2,2 Hz, 1H); H,-= 3,88
(s,3H); Hs3-= 0,25 (s, 9H). RMN™C (100 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): C,= 155,22; C5=
107,73; C4= 147,91; Cs= 1130,25; C¢= 113,43; C;= 163,78; Cs=100,87; Co= 159,39; Cyo=
112,63; Cy- = 56,10; C;» = 100,08; Cs-= 0,23. I.V. Max. (KBr) y— cm™: 3039,63 (Csp2-H);
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2960,56 (Csps-H); 2899,8 (Cyps-H); 1722,33 (C=0); 1603,72 (C=C); 1504,39 (C=C); 1464,85
(C=C);1250,72 (C-0); 2163,04 (C=C).

O composto 88b foi obtido como um 6leo marrom em 53% de rendimento. RMN*H
(400 MHz) CDCls/ TMS (8-ppm): Has= 7,92 (s, 1H); Hs= 7,37 (d, J = 8,5 Hz, 1H); He= 6,89
(d, J = 8.4 Hz, 1H); Hg= 6,96 (5,1H); Hon= 1,28 (s,1H); Hs-= 0,28 (s, 9H). RMN*C (100
MHz) CDCls/ TMS (8-ppm): C,= 155,51; C3= 107,49; C,= 147,96; Cs= 130,19; Ce= 113,57;
C;=163,72; Cg= 101,12; Cy= 159,17; Cyo= 112,33; C;-=56,37; C;» = 78,65; C,=85,87. |.V.
Max. (KBr) y— cm™: 3042,74 (Cyp2-H); 2950,35 (Cp3-H); 1717,41 (C=0); 1605,55(C=C).

5.7. Sintese de 3-etenil-7-R-cumarina (80a-b)

(GAO et al., 2013)

-----------------------------------------------------------------------------------------
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Uma solucdo de 7-R-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a-b) (3,67 mmol) em
metanol (15 mL) foi tratada com K,COs3 (5,62 mmol). A reagéo foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por 10 minutos. Apo6s este periodo, o solvente foi evaporado, em
sequida, foram adicionados acetato de etila e agua ao residuo. Separou-se a fase organica, e
extraiu-se a fase aquosa com acetato de etila (3 x 15 mL). Por fim, fase organica combinada

foi seca com Na,SQO, e concentrada a vacuo, para fornecer o composto 80a-b.
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O composto 80a foi obtido como um sélido marrom em 73% de rendimento e ponto
de fusdo igual a 165 °C. RMN-'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): Hs= 8,32 (s, 1H);
Hs= 7,64 (d, J = 8.7 Hz, 1H); He= 7,00 (dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H); Hg=7,04 (d, J= 2,3Hz, 1H);
H,-= 3,88 (s5,3H); Hy-=4,44 (s, 1H). RMN-*C (125 MHz) DMSO-ds/ TMS (8-ppm): Cy=
154,17; Cs= 108,62; C4,= 147,07; Cs= 129,31; Ce= 114,30; C;= 160,75; Cg=103,25; Cy=
157,92; Cy= 111,71; Cy- = 98,33; C;- = 101,16; Cz= 0,21. L.V. Max. (KBr) y— cm™:
3035,78 (Cspo-H); 2927,17 (Csps-H); 1711,72 (C=0); 1601,79 (C=C); 1502,46 (C=C); 1460,99
(C=C); 1249,8 (C-0)

O composto 80b foi obtido como um sélido marrom em 90% de rendimento e ponto
de fuséo igual a 293 °C com degradacdo. RMN'H (400 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): Hy=
8,14 (s, 1H); Hs= 7,58 (d, J = 8,6 Hz, 1H); He= 6,91 (dd, J = 8,6, 2,4 Hz, 1H); Hg= 6,79 (d, J=
2,4Hz, 1H); Hy= 3,77 (s, 1H). 1.V. Max. (KBr) y— cm™: 2952,67 (Csp3-H); 1718,38 (C=0);
1607,48 (C=C); 1506,23 (C=C); 1462,84 (C=C); 1134,01(C-0O)

5.8. Sintese de Azidas (78(a-g))

(CHENG et al., 2012)

-----------------------------------------------------------
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Em uma solucdo a 0° C de arilamina (79b-g) (5,4 mmol) em acetato de etila (10 mL) e
agua (1,25mL), adicionou-se &cido cloridrico concentrado (3 mL). A reacdo foi agitada
durante 10 minutos. Em seguida, adicionou-se NaNO; (9,2 mmol) dissolvido em &agua (2,0
mL) por 3 minutos. Apos a completa adicédo, a reacdo foi mantida sob agitacdo e temperatura
igual a 0°C durante 30 minutos. Entdo, foi adicionada uma solu¢do de NaN; (9,2 mmol) em
agua (2,0 mL) por 5 minutos. A reacdo foi mantida sob agitacdo durante 1 hora, deixando a
temperatura aumentar gradativamente, até a temperatura ambiente. A reacdo foi diluida com
agua (12,5 mL) e extraida com acetato de etila (2x 12,5 mL). Finalmente, a fase organica
combinada foi lavada com solucéo de hidroxido de sodio 0,1 M (12,5 mL) e, posteriormente,
com &gua. A fase organica foi seca com NaSO, anidro e concentrada sob véacuo, para fornecer
as azidas 78b-g.

(HONG et al., 2013)

---------------------------------------------------------------

---------------------------------------------------------------

A sintese da benzil azida (78a) foi realizada diferentemente, a partir de uma solucéo de
brometo de benzila (79a) (1,75 mmol) em agua/acetona (1:3), na qual foi adicionado azida de
sodio (NaNs) (3,50 mmol). A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 30
minutos. Entdo, a mistura reacional foi extraida com diclorometano e lavada com agua. A fase
organica combinada foi seca com NaSO, anidro e concentrada sob vacuo, para fornecer as

azidas 78a
5.9. Sintese de 7-R;-3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-cumarina (76-77a-q)

(SIVAKUMAR et al., 2004)
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Em uma mistura de 3-etenil-7-metoxi-cumarina (80a-b) (0,3mmol) e arilazida (78a-g)
(0,3mmol) em &gua e etanol (v/v= 1:1, mL), foi adicionado ascorbato de sodio (0,06 mmol)
dissolvido agua (2,0 mL), seguido da adicdo de CuSO, pentahidratado 7.5 % CuSO, (0,015
mmol) em agua (2,0 mL). A reacgéo foi agitada vigorosamente durante 24 horas, no escuro e
em temperatura ambiente. Ao término da reacdo, o etanol foi removido a vacuo e o residuo
foi vertido em gelo. O solido foi filtrado e lavado com agua gelada. Os produto obtidos (76-
77a-g) foram purificados em coluna cromatografica flash utilizando como eluente tolueno/

éter 5% para 0s compostos 76 a-g e tolueno/acetato de etila 20% para o composto 77d.

O composto 76a foi obtido como um sélido marrom claro em 85% de rendimento e
ponto de fusdo igual a 200°C com degradacdo. RMN'H (400 MHz) DMSO-ds / TMS (6-
ppm): Hs= 8,62 (s, 1H); Hs= 7,85 (d, J= 8,7 Hz,1H); He= 7,02 (d, J = 10,00 Hz, 1H); Hg=
7,08 (s, 1H); H;-= 3,88 (5,3H); Hy»= 8,76 (s, 1H); H3+= 5,70 (s, 2H); Hs ¢, 7 87 9~ = 7,39 (S,
6H); RMN™C (100 MHz) DMSO-dg / TMS (8-ppm): C,= 163,02; Cs= 113,16; C4= 137,91;
Cs= 130,64; Cg= 113,45; C;= 159,41; C5=100,88; Co= 154,90; Cyo= 114,55; C;- = 56,48; C;~
= 136,48; Cs-=53,31; C4»= 140,71; Csg» = 128,55, C7»= 128,68; Cge g~ = 129,29. I.V. Max.
(KBr) y— cm™: 3165(Cgpo-H); 2927,77 (Cyps-H); 1712,69 (C=0); 1692,44 (C=N); 1610,47
(C=C); 1501,49 (C=C); 1229,55 (C-0).

O composto 76b foi obtido como um sélido branco em 67% de rendimento e ponto de

fusdo igual a 221°C. RMN'H (400 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H,= 8,80 (s, 1H); Hs= 7,48
(d, J= 7,4 Hz,1H); He= 6,96 (dd, J = 7,4;2,3 Hz, 1H); Hg= 6,92 (d, J= 2,3 Hz, 1H); H,-= 3,93
(s, 3H); Hy= 8,83 (s, 1H); Hy» 6~ g»= 7,59 (t, J=7,6 Hz, 3H). Hs» 7~= 7,86 (t, J= 7,6 Hz, 3H).
RMN®C (100 MHz) CDCly/ TMS (8-ppm): C,= 163,02; Cs= 113,16; C,= 137,91; Cs=
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130,64; Ce= 113,45; C;= 159,41; Cg= 100,88; Co= 154,90; Cio= 114,55; C,= 56,48; C-=
136,48; Cs-= 53,31; C4= 140,71; Cse o = 128,55, C= 128,68; Cgre s = 129,29. .V. Max.
(KBr) y— cm: 3158,25(Cepo-H); 2926,8 (Cspa-H); 1701,11(C=N); 1727,15(C=0); 1605,64
(C=C); 1503,42 (C=C); 1441,02 (C=C); 1231,48 (C-0); 1127,33 (C-O).

8” .
3 7 g”
/
(3 O
4 5"

O composto 76¢ foi obtido como um so6lido amarelo claro em 80% de rendimento e
ponto de fusdo igual a 217-220°C. RMNH (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): Hs= 8,85
(s, 1H); Hs= 7,90 (d, J = 8,7 Hz ,1H); He= 7,05 (dd, J = 8,7; 2,3 Hz, 1H); Hg=7,13 (d, J = 2,3
Hz, 1H); Hy-= 3,90 (s, 3H); H3»= 8,98 (s, 1H); Hs 5= 7,92 (d, J= 9,0 Hz, 2H); Hs»7= 7,15
(d, J= 9,0 Hz, 2H). RMN**C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): C,= 163,2; C3= 113,04;
C4=138,57; Cs= 130,64; Ce= 113,54; C;= 159,34; Cg= 100,94; Cy= 155,14; Cyo= 114,27; C;-=
56,05; Ci-= 141,46; C,-= 123,45; C3-= 130,35; Cy» s»= 122,46; Cs+ 7~ = 115,34; Ce= 159,84;
Co=56,53. 1.V. Max. (KBr) y—cm™: 3185,25 (Cspo-H); 3090,74 (Csp2-H); 2922,95(Csps-H);
1729,08 (C=0); 1705,94(C=N); 1610,47(C=C); 1515,96 (C=C); 1253,66(C-0O); 1234,37 (C-
0); 1028 (C-0).

O composto 76d foi obtido como um so6lido amarelo claro em 91% de rendimento e
ponto de fusdo igual a 244°C com degradacio. RMN'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (6-
ppm): Hs= 8,83 (s, 1H); Hs= 7,90 (d, J = 8.7 Hz ,1H); He= 7,04 (dd, J = 8,7; 2,3 Hz, 1H);
He= 7,12 (d, J = 2,3 Hz, 1H); H;-= 3,91 (s, 3H); Hy»= 9,16 (s, 1H); Hze = 7,30 (S, 2H); Hge
11-= 3,89 (s, 6H); Hig= 3,72 (s, 6H). RMN™C (125 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm) C,=
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163,23; Ca= 112,71; C,= 138,72; Cs= 130,58; Ce= 114,34; C;= 159,40; Cg= 100,92; Co=
155,06; C1o= 114,23; C;-= 56,37; C;-= 138,72; Cp-= 122,24; Cy-= 132,80; Cyre 5= 98,60; Cs-=
153,78; Cg= 141,54; Cy= 153,78; Co- ¢ 11+= 57,00; Cyo-= 60,58. 1.V. Max. (KBr) y— cm™;
3007,81 (Copo-H); 2957,66 (Cos-H); 170594 (C=N); 1729,08 (C=0); 1607,57 (C=C);
1513,07 (C=C); 1475,46 (C=C); 1225,69 (C-0); 1132,15 (C-O).

O composto 76e foi obtido como um solido bege em 79% de rendimento e ponto de
fusdo igual a 281°C com degradacdo. RMN*H (400 MHz) Acetona-ds / TMS (8-ppm): H,=
8,82 (s, 1H); Hs= 8,04 (d, J= 8,8 Hz,1H); He= 7,05 (m, 2H); Hg= 7,05 (m, 2H); H,:= 3,99
(s,3H); Hy= 8,97 (s, 1H) Hy577 . 5= 7,85 (M, 4H). 1.V. Max. (KBr) y— cm™: 2923,91 (Cqps-
H); 1729,08(C=0); 1705,9 (C=N); 1617,22 (C=C); 1502,46 (C=C); 1461,96 (C=C).

O composto 76f foi obtido como um so6lido branco em 90% de rendimento e ponto de
fusdo igual a 281-283°C. RMN'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): Hs= 9,33 (s, 1H);
Hs= 8,36 (d, J= 8,4 Hz,1H); He= 7,52 (d, J = 8,4 Hz, 1H); Hg= 7,55 (s, 1H); H-= 4,41 (s, H);
Hy= 9,56 (s, 1H); Hy-e g= 8,16 (s, J=8,2, 2H); Hs» 7»= 8,58 (s, J=8,2, 2H). I.V. Max. (KBr)
y—cm™: 3161,14 (Cy2-H); 2923,91(Csp3-H); 1709,79 (C=0); 1618,18 (C=C); 1505,35 (C=C);
1460,99 (C=C); 1137,93 (C-0).
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O composto 769 foi obtido como um solido branco em 84% de rendimento e ponto de
fusdo igual a 245°C. RMNH (400 MHz) DMSO-dg / TMS (8-ppm): H,= 8,92 (s, 1H); Hs=
7,94 (d, J=8,7 Hz, 1H); He= 7,07 (dd, J = 8,7, 2.3 Hz, 1H); Hg= 7,16 (d, J = 2,2 Hz, 1H); H;=
3,92 (s, 3H); H»»=9,26 (s, 1H); H4= 8,08 (d, J = 7,0 Hz, 1H); Hs»= 8,13 (d, J = 7,5 Hz, 1H);
He ¢ o= 8,21 (M, 2H); Hs . ¢-= 7,64 (m, 2H); Hi-= 8,67 (s, 1H). RMN*C (100 MHz)
DMSO-ds / TMS (8-ppm): C,= 163,29; Cs= 113,08; C,= 138,84; Cs= 128,86; Cs= 113,58;
C;= 159,38; Cg= 100,98; Co= 155,2; C1o= 114,2; C;-= 56,55; C;-= 134,37; C»»= 121,94; C3-=
141,75; C4= 127,51; Cs= 128,33; Ce= 130,41; C;»= 118,46; Cg= 119,12; Coy-= 130,72;
Cio= 127,92; C,»= 133,39; Ci»»= 132,88. L.V. Max. (KBr) y- cm™: 3145,71(Cspo-H);
3012,63 (Cspo-H); 2921,98 (Csps-H); 1704,01(C=0); 1610,47 (C=C); 1504,39 (C=C); 1448,48
(C=C); 1224,62 (C-0); 1223,76 (C-0).

HO7 3 9 020

O composto 77d foi obtido como um sélido amarelo em 65% de rendimento e ponto
de fusdo igual a 256°C com degradacdo. RMN'H (400 MHz) Acetona-ds / TMS (8-ppm):
H,= 8,78 (s, 1H); Hs= 7,79 (d, J= 8,5,1H); Hs= 6,97 (d, J = 8,5 Hz, 1H); Hg= 6,88 (5,1H); Hy-
e = 7,34 (5, 2H); Ho» ¢ 1= 4,00 (s, 6H); Hip= 3,82 (s, 3H). I.V. Max. (KBr) y- cm™:
3043,32 (Cspo-H); 2922,78 (Cgp3-H); 1707,77(C=0); 1606,52 (C=C); 1506,23 (C=C); 1446,38
(C=C); 1232,37 (C-0); 1133,05 (C-0).

81



5.10. Sintese de 7-metoxi-3-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-)-cumarina (76a)

(STEFANI et al., 2012)

..................................................................................................................................
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Em um bal&o, contendo Cul (0,50 mmol), foram adicionados uma solucdo de 7-R-3-
((trimetilsilil)etenil)-cumarina (88a) (0,50 mmol) em THF, fenilazida (78b) (0,60 mmol) e
PMDETA (0,60 mmol). Em seguida, TBAF (0,60 mmol) dissolvido em THF (1 mL) foi
acrescentado, lentamente a mistura reacional. A mistura reacional foi agitada a temperatura
ambiente durante 14 horas. O produto foi precipitado em agua gelada saturada com NH,CI,
em seguida lavado com agua gelada. Por fim, o produto obtido 76b foi purificado em coluna
cromatografica flash utilizando tolueno/ éter 5% como eluente. O composto 76b foi obtido

como um solido marrom em 86% de rendimento.
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5. ANEXOS

Anexo 1. Espectro de RMN *H do composto (83) com ampliacdo em 6,15-6,29 ppm, 6,6-
6,85ppm e 7,51-7,99 ppm em DMSO-dg a 500MHz.
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Anexo 2. Espectro de RMN **C do produto (83) em DMSO-ds & 125MHz.
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Anexo 3. Espectro de RMN *H do produto (82) com ampliacéo 6,2-6,3 ppm, 6,89-7,0 ppm e
7,55-7,95 ppm em acetona-ds 8 500MHz.
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Anexo 4. Espectro de RMN **C do produto (82) em acetona-dg & 125MHz.
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Anexo 5. Espectro de RMN *H do produto (81a) com ampliacio em 6,97-7,09 ppm, 7,50-7,74
em DMSO-ds a 400MHz.
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Anexo 6. Espectro de RMN *3C do produto (81a) em DMSO-ds & 100 MHz.
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Anexo 7. Espectro de RMN *H do produto (81b) com ampliacdo em 6,74-6,85 ppm e 7,43-
7,63 ppm em DMSO-ds 8 500MHz.
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Anexo 8. Espectro de RMN **C do produto (81b) em DMSO-dg & 125MHz.
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Anexo 9. Espectro de RMN *H do produto (88a) com ampliacdo em 6,94-7,06 ppm e 7,59-
7,66 ppm em DMSO-ds @ 400MHz.
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Anexo 10. Espectro de RMN **C do produto (88a) em DMSO-dg & 100 MHz.
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Anexo 11. Espectro de RMN *H do produto (88b) com ampliacio em 6,85- 6,99 ppm e 7,35-

7,40 ppm em CDCl3; a 400MHz.
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Anexo 12. Espectro de RMN *3C do produto (88b) em CDCl3 & 100MHz.

80+34-

80+3¢-

80432+

80+31-+

0=

80+31

80+32

B0+3E-

80+3¥-

80+35-

(wdd) 1y
0 (1} 0% 08 001 ott ozt o€t 0¥t 0s1 091 oLt
- 88S == ] > REFE
: s2f B2t g : B3
| I\ /NN | | 11\
STEOT| |0E's1T SL091
(s)a (8)o (8)1
[l MHL — [— L ]
1Zp- ££°86 | |Z9801 1£'621 |zoest]| lzeest]
(s} (s)s| | (5)3 | OF] | ()1 OFN
ortot| |1Ttn] LUV |
3o | | (w3 | (w) r |
0.0 OH
P> S
>

108



Anexo 13. Espectro de RMN *H do produto (80a) com ampliacéo em 6,98-7,06 e 7,60-7,69
ppm em DMSO a 500MHz.
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Anexo 14. Espectro de RMN **C do produto (80a) em DMSO-dg & 125MHz.
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Anexo 15. Espectro de RMN *H do produto (80b) com ampliacio em 8,7-7,4 ppm em CDCl;
a 500MHz.
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Anexo 16. Espectro de RMN *H do produto (76a) com ampliacdo em 8,07-8,24 ppm, 7,62-
7,66 ppm e 7,02-7,20 ppm em DMSO-ds 3 500 MHz.
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Anexo 17. Espectro de RMN **C do produto (76a) em DMSO-dg & 100MHz.
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Anexo 18. Espectro de RMN *H do produto (76b) com ampliacéo em 7,43-7,91 ppm e 6,90-
7,01 ppm em CDCl3; a 400MHz.
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Anexo 19. Espectro de RMN *3C do produto (76b) em CDCl3 & 100MHz.
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Anexo 20. Espectro de RMN *H do produto (76c) com ampliagdo em 7,88-7,65 ppm e 7,01-

7,19 ppm em DMSO-ds 8 500MHz.
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Anexo 21. Espectro de RMN **C do produto (76c) em DMSO-ds & 125MHz.
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Anexo 22. Espectro de RMN *H do produto (76d) com ampliacdo em 7,02-7,15 ppm e 3,86-
3,95 ppm em DMSO-ds 8 500MHz.
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Anexo 23. Espectro de RMN **C do produto (76d) em DMSO-ds & 125MHz.
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Anexo 24. Espectro de RMN 'H do produto (76e) com ampliagdo em 7,80-8,2 ppm em

acetona-dg a 400MHz.
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Anexo 25. Espectro de RMN *H do produto (76f) com ampliacdo em 7,45-7,65 ppm e 8,10-

8,65 ppm em DMSO-ds 8 500MHz.
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Anexo 26. Espectro de RMN *H do produto (76g) com ampliacdo em 8,08-8,24 ppm, 7,62-
7,66 ppm e 7,02-7,20 ppm DMSO-ds a8 400MHz.
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Anexo 27. Espectro de RMN **C do produto (76g) com ampliacdo em 112,9-133,45 ppm em

DMSO-dg a 100MHz.
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Anexo 28. Espectro de RMN *H do produto (77d) em acetone-ds 8 400MHz.

£0+3T-+

no+wah
no+w~“
L0+3€
£0+3b
£0+3S-
nc+wo“
mo+wm“
no+wm“
£0+36+
mo+w7.
80+3T-
mo+wah
80+31 -
wo+wa“
80+32-
mo+w~“
wo+w~..
wo+wN“

80+32+

0'Z ST 0°€ S'E 0y Sy 0°S Y s'9 0L S¢ 08 S8 06 S'6 001
1 1 1 1 i L 1 1 1 1 1 1 i 1 A 1 1 i 1 1 1
b 4 ] = &= e
- o oN —_ T-M.I. - N
J Ijjﬁl v s ‘4
i
I |
1

I
—h HH R — [ P

[4:13 889 vEL 6L°L 88

&) G)o| [®3] |4 ()9
00 169 06'8
(s)|8 (P) a (s)H

—0 0 OH
\

oﬁfz)g\
[ | /N | /\ | |
w & oo .I. b B ® ®
B8 8 288 2 =28 =8

124



Anexo 29. Espectro de IV do produto (83).
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Anexo 30. Espectro de IV do produto (82)
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Anexo 31. Espectro de IV do produto (81a)
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Anexo 32. Espectro de IV do produto (81b).
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Anexo 33. Espectro de IV do produto (88a)
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Anexo 34. Espectro de IV do produto (88b)
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Anexo 35. Espectro de IV do produto (80a)
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Anexo 36. Espectro de IV do produto (80b)
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Anexo 37. Espectro de IV do produto (76a)
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Anexo 38. Espectro de IV do produto (76b)
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Anexo 39. Espectro de IV do produto (76c)
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Anexo 40. Espectro de IV do produto (76d)
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Anexo 41. Espectro de IV do produto (76e)
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Anexo 42. Espectro de IV do produto (76f)
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Anexo 43. Espectro de IV do produto (769)
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Anexo 44. Espectro de IV do produto (77d)
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Anexo 45. Espectro de IV do branco
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Anexo 46. : Cromatogramas do composto 76a. (A=340 nm, coluna C-18,

acetonitrila/H,O 35%).

ChLabSolution\D ata\ProjectisinciDaiana\17-10- 10T riazol-BZ_1.led

eluida com

mall
@ PeakTahle
K. P4 Chl 340nm 4nm
= Mame Area %
s00 Tria-Bz 100.000
; 100.000
250+
o J \I
————— ———————————— —————— :
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 20 3.5
min
Retention Time ;1077
Comp ound Name : Tria-Bz
mall
1000
500 4
: 437 &5
4 ] I
D— i M
L3 T L3 T 1] I T T 1] T T I T II 1] T III
200 300 400
fum,

134



Anexo 47: Cromatogramas do composto 76b. (A=340 nm, coluna C-18, eluida com

acetonitrila/H,O 35%).
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Anexo 48: Cromatogramas do composto 76c. (A=340 nm, coluna C-18, eluida com

acetonitrila/H,O 35%).
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Anexo 49: Cromatogramas do composto 76d. (A=340 nm, coluna

acetonitrila/H,O 35%).
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Anexo 50: Cromatogramas do composto 76e. (A=340 nm, coluna C-18, eluida

acetonitrila/H,O 35%).
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Anexo 51. : Cromatogramas do composto 76f. (A=340 nm, coluna C-18, eluida com
acetonitrila/H,O 35%).
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Anexo 52. : Cromatogramas do composto 76d. (A=340 nm, coluna C-18, eluida com
acetonitrila/H,O 35%).
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