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RESUMO

Os heterociclos constituem uma enorme classe de compostos organicos com diversas
aplica¢Oes industriais. Dentre estes pode-se citar os 1,2,4-oxadiazéis e 1,2,3-triazéis
gue apresentam diversas atividades bioldgicas associadas a sua estrutura. Com isso,
o presente trabalho objetivou o desenvolvimento de novos hibridos que contenham os
anéis citados e avaliacdo da atividade bioldgica. A estratégia sintética consistiu na
adicdo de hidroxilamina para formar as amidoximas 9 (45%) e 11 (80%), seguida de
ciclizacdo térmica com cloretos de acila, formando os 1,2,4-oxadiaz0is 3,5-
dissubstituidos 12 (85%) e 13 (67%). Na sequéncia, aplicou-se o protocolo click para
a reacao entre o alquino terminal 13 e a azido-alquilftalimida 2 para formar o hibrido
molecular 14 (21%). O mesmo protocolo foi utilizado para a reacdo entre as azido-
alquilftalimidas 1 e 2, e os aquinos 4-etinil-benzonitrila e 12 para obtengcdo dos
traizois-ftalimidas 5 (53%) e 6 (82%), e dos bis-heterociclos 15 (74 %) e 16 (77 %). O
azido-carboidrato 3 reagiu com 4-etinil-benzonitrila e o oxadiazol 12 para formar 4
(54%) e 17 (83%). Foram sintetizados os triazéis-ftalimidas 7 (97%) e 8 (76%) que
posteriormente reagiram com a benzoamidoxima para a formacdo das
carboximidamida-benzamidas 18 e 19 com rendimentos de 75 e 58%,
respectivamente. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em macréfagos e
células vero com as substancias 4-6, 12 e 15-17. O composto menos toxico foi o
triazol-ftalimida-benzonitrila 6 (Clso = 1087,5 pM) seguido dos compostos 16 (495,3
uM), 12 (485,0 uM), 15 (439,5 pM) e 5 (347,2 uM). Os carboidratos-triazol-
oxadiazolicos 4 e 17 apresentaram maior citotoxicidade com valores de 93,26 e 41,80
UM, respectivamente. Outro ensaio biolégico realizado para os compostos 4-6, 12 e
15-17 foi a dosagem de Oxido nitrico com o objetivo de identificar um possivel
mecanismo de atividade leishmanicida, porém nenhum composto testado induziu a
producdo de o6xido nitrico. O teste hemolitico foi realizado para identificar se os
compostos causam algum dano a membrana plasmatica, contudo todos os compostos
testados apresentaram taxa de hemolise abaixo de 20%, mesmo a uma concentracao
de 200 pM.

Palavras-chave: 1,2,4-oxadiazol. 1,2,3-triazol. Leishmaniose.



ABSTRACT

The heterocycles constitute a huge class of organic compounds with diverse industrial
applications. Among these compounds, it is worth quoting the 1,2,4-oxadiazoles and
1,2,3-triazoles that present several biological activities associated with their structure.
Therefore, the present work proposed the development of news hybrids that contain
its rings and assessment of biological activity. The synthetic strategy consisted of the
addition of hydroxylamine to form amidoximes 9 (45%) and 11 (80%), followed by
thermal cyclization with acyl chloride forming the 1,2,4-disubstituted 1,2,4-oxadiazoles
12 (85%) and 13 (67 %). Then, the click protocol was applied for the reaction between
terminal alkyne 13 and azido-alkyl-phthalimide 2 to form molecular hybrid 14 (21%).
The same protocol was used for the reaction between azido-alkyl-phthalimides 1 and
2, and the 4-ethinyl-benzonitrile and 12 to obtain triazole-phthalimides 5 (53%) and 6
(82%), and bis-heterocycles 15 (74%) e 16 (77%). Azido-carbohydrate 3 reacted with
4-ethinyl-benzonitrile and oxadiazole 12 to obtain 4 (54%) e 17 (83%). Triazole-
phthalimides 7 (97%) and 8 (76%) were synthesized; and then reacted with
benzoamidoxime to form carboximidamide-benzamides 18 and 19 with yields of 75
and 58%, respectively. Cytotoxicity tests were performed in macrophages and vero
cells for substances 4-6, 12, and 15-17. The least toxic compound was triazole-
phthalimide-benzonitrile 6 (ICso = 1087.5 uM) followed by compounds 16 (495.3 uM),
12 (485.0 uM), 15 (439.5 uM) and 5 (347.2 uM). Carbohydrate-triazole-oxadiazoles 4
and 17 showed greater cytotoxicity with values of 93.26 and 41.80 uM, respectively.
Another biological test performed for compounds 4-6, 12, and 15-17 was the nitric
oxide dosage to identify a possible mechanism of leishmanicidal activity. However,
none of the tested compounds induced the production of nitric oxide. Finally, the
hemolytic test was carried out to investigate if the compounds provide any damage to
the plasmatic membrane, and it was observed that all the tested compounds showed

a hemolysis rate below 20%, even at a concentration of 200 uM.

Keywords: 1,2,4-oxadiazole. 1,2,3-triazole. Leishmaniasis.
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Figura 43 — Resultados do Teste Hemolitico nos Sangues A, B, AB e O 93
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1 INTRODUCAO GERAL

Os heterociclos sdo compostos ciclicos que apresentam pelo menos um
heteroatomo em sua estrutura, constituem uma classe de compostos organicos que
apresentam diversas aplicagfes em inimeros setores industriais. Algumas estruturas
de grande importancia biolégica, como as vitaminas, enzimas, carboidratos, entre
outros, sao constituidas por um ou mais heterociclos. E muitos desses anéis
costumam atuar como farmacéforos quando presentes na estrutura da droga.
(SANTOS et al, 2020).

Dentre a enorme classe dos heterociclos destacam-se neste trabalho os 1,2,4-
oxadiazois e 1,2,3-triazéis. Os oxadiazOis sdo compostos heterociclicos que
apresentam em sua estrutura dois atomos de carbono, dois atomos de nitrogénio e
um oxigénio, apresentam quatro isdbmeros constitucionais (DE, KHAMBETE, DEGANI,
2019), sendo de interesse neste trabalho apenas a forma 1,2,4-oxadiazol. Existem
duas rotas sintéticas para obtencédo destes compostos, a partir da cicloadiacdo 1,3-
dipolar entre 6xidos de nitrila e nitrilas (CUNHA & AGUIAR, 2015) e o método mais
utilizado, a ciclizacéo da O-acilamidoxima (LI et al, 2018), presente neste trabalho.

Os triaz0is também sdo compostos aromaticos que possuem em sua estrutura
dois atomos de carbono e trés atomos de nitrogénio, apresentam duas formas
isoméricas, o0 1,2,4-triazol e o0 1,2,3-triazol (CHU et al, 2019), sendo objetivo de sintese
deste trabalho apenas a ultima forma. A sintese deste heterociclo ocorre via reagao
de cicloadicéo 1,3-dipolar, mais conhecida como reacéao click, entre um alcino terminal
e uma azida organica. (BOZOROV, ZHAO, AISA, 2019).

Existem diversas atividades biolégicas associadas a estes heterociclos, 1,2,4-
oxadiazol e 1,2,3-triazol, com isso buscou-se sintetizar novos compostos que
apresentem em sua estrutura ambos 0s anéis para potencializar seus efeitos
farmacologicos. A Figura 1 mostra atividades biolégicas de hibridos de 1,2,4-
oxadiazol-1,2,3-triazol. O hibrido (a) apresentou atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas e melhores resultados quando
comparadas com os farmacos Metronidazol e Sintomicina. (KROLENKO, VLASOV,
ZHURAVEL, 2016). O composto (b) quando comparado com a droga Etoposido

mostrou melhores resultados de atividade anticancer frente as linhagens de células
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MCF-7 e MDA-MB231. (MOHAMMADI-KHANAPOSHTANI et al, 2019). Brotschi e
colaboradores (2019) sintetizou o hibrido (c) e observou atividade inibitéria dos
receptores de orexina 1 e 2 que trata-se de um neurotransmissor que regula a
excitacdo, vigilia e apetite.

Figura 1 — Atividade biologica dos hibridos de 1,2,4-oxadiazol-1,2,3-triazol
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Fonte: A autora (2020)

(©)

1.1 PLANEJAMENTO SINTETICO

O planejamento sintético foi realizado para os compostos 1,2,3-triazélicos e os
1,2,4-oxadiazois. A partir das alquil-azido-ftalimidas 1 e 2 através das reacfes de
cicloadicdo, as quais foram utilizadas para preparar os triazois 4-8. Reacdo de 4-
etinilamidoxima 9 com cloreto de benzoila forma o 1,2,4-oxadiazol 12. Com reacéo
subsequente de cicloadicdo entre as azidas organicas prepara-se 0s oxadiazois-
triazois 15-17. Uma nova rota sintética foi proposta para a sintese de oxadiazol-triazol-

benzoamidas 18 e 19. (Esquema 1)
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Esquema 1 — Planejamento Sintético

N”h@“\@
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Fonte: A autora (2020)

Reagentes e condic¢des: i) NaN3, DMF-DMSO, 100 °C, 4 h, Ar (1, 99%; 2, 88%); ii) Cul, EtsN, DMF,
t.a., 30 min, ultrassom (4, 54%; 5, 53%; 6, 82%; 7, 97%; 8, 76%); iii) brometo propargilico, K2COs,
DMF (10, 81%); iv) NH2OH-HCI, NaHCO3, 48-72 h (9, 45%; 11, 80%); v) cloreto de benzoila, piridina,
200° C, 3 h (12, 85%); vi) CH2Cl2, t.a., 5 min (13, 67%); vii) Cul, CHsCN, t.a., Ar, 5 h (14, 21%); viii)
Cul, EtsN, DMF, t.a., 1 h, ultrassom (15, 74%; 16, 78%; 17, 83%); ix) benzoamidoxima, DMF, K2COs,
micro-ondas, 200 °C, 5 min (18, 75%; 19, 58%).
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar substancias contendo os hetereciclos 1,2,3-triazdlicos e 1,2,4-

oxadiazdlicos.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar das alquil-azido-ftalimidas (compostos 1 e 2) a partir dareacéo entre
azida de sodio e alquil-bromo-ftalimidas;

Sintetizar os compostos 1,2,3-triazélicos a partir das alquil-azido-ftalimidas e
azida glicosil junto com a 4-etinil-benzonitrila através da reacéo de cicloadicéo
1,3-dipolar (compostos 4, 5 e 6);

Sintetizar os compostos 1,2,3-triazélicos a partir das alquil-azido-ftalimidas e
fenil acetileno através da reacao de cicloadicéo 1,3-dipolar (compostos 7 e 8);
Sintetizar o 1,2,4-oxadiazol acetilénico (compostos 12 e 13);

Sintetizar os hibridos moleculares a partir do 1,2,4-oxadiazol acetilénico, junto
com as alquil-azido-ftalimidas e azida glicosil (compostos 14, 15, 16 e 17);
Sintetizar, via reacdo de ciclizacdo térmica, oxadiazolili benzamidas
(compostos 18 e 19) a partir da reacdo entre a benzoamidoxima e o0 grupo
ftalimida de diversos triazois-ftalimidicos.

Avaliar o potencial citotéxico dos compostos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

O conceito de quimica click foi introduzido em 2001 por K. Barry Sharpless, para
descrever reagfes termodinamicamente favoraveis que, realizadas em laboratorio,
sdo capazes de conectar duas moléculas de forma muito simples e com altos
rendimentos, sendo de grande aplicabilidade. (KOLB, FINN, SHARPLESS, 2001)

Dentre as reacgOes de click pode-se citar: reacdes de cicloadicédo (1,3-dipolar e
Diels-Aider), reacdes de abertura de anel nucleofilico, quimica da carbonila do tipo
ndo-aldol e adicdo de ligacdes mdultiplas carbono-carbono. (KOLB & SHARPLESS,
2003).

Segundo Kolb & Sharpless (2003) a quimica click vem sendo utilizada em
diversas areas, principalmente na area biomédica com a marcacdo de sistemas
biolégicas, como proteinas e nucleotideos, também pode ser aplicada na

bioconjugacéao in vivo e in vitro, como a rotulagem do DNA.

3.1 REACAO DE CICLOADICAO

Uma forma de organizar as reacfes organicas pode ser com base em seu
mecanismo: iénico, radicalar ou periciclica, esta Ultima constitui um mecanismo
distinto, € caracterizado por processos de quebra e formacbes de ligacGes
combinados com um movimento ciclico de elétrons em uma Unica estrutura de
transicdo. (MANDAL, 2018).

Um exemplo de reacéo periciclica é a reacédo 1,3-dipolar utilizada para formacao
de anéis de 5 membros. A mesma recebe este nome pois as duas pontos do dipolo

sdo consideradas eletrofilicas / nucleofilicas (Esquema 2). (MANDAL, 2018).
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Esquema 2 — Reacao de cicloadi¢do 1,3-dipolar
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Fonte: A autora (2020)

A reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar entre uma azida organica e um alcino
terminal (AAC) foi desenvolvida por Huisgen e colaboradores em 1967 com o objetivo
de sintetizar 1,2,3-triaz0is. Contudo apresentou dificuldades, como a necessidade de
altas temperaturas e baixa regiosseletividade, formando triazéis 1,4 e 1,5-
dissubstituidos e isto fez com que a mesma fosse ignorada por décadas. (Esquema
3). (ROSTOVTSEV et al, 2002).

Esquema 3 — Reacdao de cicloadicdo de Huisgen (Cicloadicdo 1,3-dipolar Azido-

Alcino - AAC)
N=NZN
\ 2 2 N 2 N
. R A - R\N/ \\N N R\N/ \\N
R 1 1
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Fonte: A autora (2020)

Em 2002 ocorreu um avanco na reacdo de AAC, o método proposto por
Sharpless e colaboradores introduziu o cobre como catalisador, reacéo de click, que
permitiu uma melhora surpreendente tanto no rendimento quanto na
regiosseletividade do processo, pois promove um mecanismo concertado formando
apenas o0 triazol 1,4-dissubstituido. (ROSTOVTSEV et al, 2002). Tornoe e
colaboradores (2002) também observou esta eficiéncia do cobre mesmo utilizando

diferentes azidas. (Esquema 4). Esta metodologia por ser moderna e pratica vem
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sendo bastante utilizada na sintese organica e inclusive no desenvolvimento de novos
farmacos. (THAKUR & KHARE, 2019)

Esquema 4 — Reacdao de cicloadi¢do 1,3-dipolar Azida-Alcino catalisada por Cobre

(CuAAC)
2 N
NENLN\- N Rl\ CU(I) - R\N/ \\N
2 \ -
R N cat /\ 1

Fonte: A autora (2020)

Outro exemplo de reacao click de nosso interesse € a reacéo de cicloadicao 1,3-
dipolar entre nitrilas e 6xidos de nitrila formam o anel 1,2,4-oxadiazol que ocorre pela
adicdo do oxido de nitrila a um grupo nitrila de um dipolarofilo, a teoria que rege este
mecanismo de reacdo € a de conservacdo dos orbitais de Woodward-Hoffmann.
Trata-se de uma reacao concertada, classificada como uma reacao de cicloadicao
[4+2] onde o sistema 4-11 (elétron) do dipolo, na sua forma 1,3-dipolar (Figura 2),
interage com o sistema 2-11 (elétron) do dipolardfilo. A regioquimica de adicdo é
influenciada pela natureza do substituinte e a interacédo espacial dos reagentes, iSSO
faz com que o oxigénio se ligue preferencialmente ao atomo de carbono mais
substituido do dipolardfilo, pois 0 mecanismo de reagéo ocorre de maneira favoravel
entre os orbitais HOMO, orbital molecular ocupado de maior energia e o LUMO, orbital
molecular desocupado de menor energia, combinando os orbitais que possuem niveis
de energia proximos, ou seja, favorecendo o processo de menor diferenca de energia
(AE). (CUNHA & AGUIAR, 2015).
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Figura 2 — a) Formas de ressonancia para o oxido de nitrila; b) Mecanismo de

formacgao do 1,2,4-oxadiazol via cicloadi¢édo 1,3-dipolar.
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Fonte: A autora (2020)

3.2 1,2,4-OXIADIAZOIS

Os oxadiazo6is sdo compostos heterociclicos aromaticos que possuem em sua
estrutura dois &tomos de carbono, dois atomos de nitrogénio e um atomo de oxigénio.
Possuem quatro isbmeros constitucionais, sendo o 1,2,4 e o 1,3,4 as formas mais

conhecidas (Figura 3). (DE, KHAMBETE, DEGANI, 2019).

Figura 3 — Formas isomeéricas dos oxadiazois
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Fonte: A autora (2020)

3.2.1Sintese do anel 1,2,4-Oxadiazol

O anel 1,2,4-oxadiazol pode ser sintetizado de duas maneiras, a partir de nitrilas

ou outros precursores de amidoxima.
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O método mais utilizado para a formacéo do 1,2,4-oxadiazol é a ciclizagédo da O-
acilamidoxima, que ocorre através da acilacao entre amidoximas e acidos carboxilicos
e seus derivados (amidas, éster, cloretos &cidos e anidridos), seguido pela
ciclodesidratacao térmica da O-acilamidoxima, formando o heterociclo 1,2,4-oxadiazol
(Esquema 5). (LI et al, 2018).

Esquema 5 — Obtencéo do 1,2,4 oxadiazol a partir de O-acilamidoximas

N—OH o NH, rRL N
R S G
NH, r R R N \||/ N,

(0] R
X'= OH; OR; CI; OCOR) O-acil-amidoxima 1,2,4-oxadiazol

Fonte: A autora (2020)

3.2.2 Atividades Bioldgicas de 1,2,4-Oxadiazol

O heterociclo 1,2,4-oxadiazolico apresentam diversas aplicacdes bioldgicas. Um
destaque para este heterociclo é ser considerado como bioisostero de amidas, ésteres
e acidos carboxilicos. (DE, KHAMBETE, DEGANI, 2019)

Na década de 70 foi introduzido o furamizol, antibidtico, e o nesapidil,
antirritmico, em seguida aprovou-se a comercializacdo do translarna, um farmaco
aplicado nos casos de distrofia muscular. (Figura 4). Isto fez com que desde entdo o
namero de artigos e patentes relacionadas ao anel oxadiazélico venha progredindo
com o passar do tempo (DE, KHAMBETE, DEGANI, 2019).

Figura 4 — Farmacos contendo o anel oxadiazolico
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Fonte: A autora (2020)

Dentre outras atividades biolégicas associadas aos heterociclos 1,2,4-
oxadiazélicos pode-se citar: antibactéria (a) (CUNHA, NOGUEIRA, AGUIAR, 2018),
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antimalérica (b) (FILHO et al, 2016), antitumoral (c) (OLIVEIRA et al, 2018),
antitubercular (d) (UPARE et al, 2019), anti-obesidade (e) (ZHANG, ZHAO, ZHOU,
2018), anticonvulsiva (f) (MOHAMMADI-KHANAPOSHTANI et al, 2019). (Figura 5)

Figura 5 — Heterociclos 1,2,4-oxadiazol com atividades biologicas
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Fonte: A autora (2020)

3.2.3Sintese do anel 1H-1,2,3-triazélico via reacao click

O heterociclo 1,2,3-triazol € uma classe de compostos puramente sintéticos, ou
seja, ndo ocorrem na natureza, é preparado através de uma reacao de cicloadicao
1,3-dipolar entre um alcino terminal ou interno e uma azida organica. (BOZOROV,
ZHAO, AISA, 2019).

Os triazois sdo compostos heterociclicos que possuem uma estrutura de um anel
de cinco membros com dois atomos de carbono e trés atomos de nitrogénio. Existem
dois isbmeros constitucionais do anel triazol, o 1,2,3-triazol e o 1,2,4-triazol. (Figura
6) (CHU et al, 2019).

Figura 6 — Isdmeros constitucionais do anel triazdlico
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Fonte: A autora (2020)
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O 1H-1,2,3-triazol apresenta duas formas isoméricas (Figura 7), o 1,4-
dissubstituido e o 1,5-dissubstituido, a estrutura do composto final depende da
metodologia aplicada na sintese do anel. Para a sintese do 1H-1,2,3-triazol 1,4-
dissubstituido utiliza-se o cobre como catalisador (CUAAC), pois este promove uma
condicdo de regiosseletividade favoravel para este isdbmero. Ja para a forma 1,5-

dissubstituido utilizam-se os complexos de ruténio (RUAAC).

Figura 7 — Formas de obtencédo dos isobmeros do 1H-1,2,3-triazol
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Fonte: A autora (2020)

A regiosseletividade, promovida pela catélise do Cu*, na sintese dos 1,2,3-
triazois 1,4-dissubstituidos disseminou a utilizacdo desta reacdo nas mais diversas
areas de pesquisa, incluindo quimica medicinal, bioconjugacao, quimica de materiais,
guimica supramolecular, sintese de catalisadores, dentre outras. (FREITAS et al,
2011).

Os triazois apresentam diversificacfes em suas atividades farmacoldgicas, seja
ligado a outras estruturas ou ndo, gerando com isso um grande interesse no estudo e
no aprimoramento desta classe, para que assim haja uma ampliacdo, expandindo a
gama de potenciais benéficos oferecidos por estes heterociclicos, diferentes dos ja
conhecidos atualmente. (AHER et al, 2009; DAI et al, 2015; RAO et al, 2014;
ANGAJALA et al, 2016; MUTHUKRISHNAN et al, 2011; POKHODYLO, SHYYKA,
MATLYCHUCK, 2013; ZHOU et al, 2005).



30

3.2.4 Atividades Bioldgicas de 1,2,3-Triazol

Os triazbis sdo considerado bioisGstero das amidas, ou seja, estes compostos
possuem propriedades quimicas e biolégicas similares, contudo sua estrutura é mais
estavel do que as amidas, pois ndo sofrem hidrdlise, oxidacdo ou reducado. (MELO et
al, 2015). Dentre as atividades biologicas associadas a esta classe de compostos
destacam-se: antibacteriana (a), antitubercular (b), anticancer (c) e antimalarica
(Figura 8). (CHU et al, 2019)

Figura 8 — Heterociclo 1,2,3-triaz6lico com atividades biologicas
HO N
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Fonte: A autora (2020)

Existem drogas comerciais que possuem em sua estrutura o anel triazol, dentre
elas pode-se destacar 0s seguintes com sua respectiva funcionalidade biologica:
antifangica (Fluconazol e Ravuconazol) e antibiética (Cefatrizina e Tazobactam).
(Figura 9). (DHEER, SHING, SHANKAR, 2017)
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Figura 9 — Medicamentos contendo o anel triazol com diferentes atividades
farmacoldgicas
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Fonte: A autora (2020)

Diante da diversidade estrutural e bioldégica dos derivados de oxadiazois e
triazois um potencial bioldgico a ser explorada e de nosso interesse € a atividade
leishmanicida. Desta forma, a seguir descreveremos um pouco sobre esta doenca e
mostraremos alguns exemplos de heterociclos oxadiazol/triazol que demonstraram

este potencial contra leishmanias.

3.3 LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo doencas prevalentes e negligenciadas, causadas por
protozoarios de pelo menos 20 espécies do género Leishmania. Esta doenca existe
em trés formas clinicas: visceral, cutdanea e mucocutéanea. O modo de transmisséo
ocorre através da picada de fémeas de flebotomineos em mamiferos. (BURZA,
CROFT e BOELAERT, 2018).

Existem relatos sobre esta doenca confirmando que esta acompanha o homem
desde a antiguidade, por volta do século | d.C. Ceramicas pré-colombianas
encontradas nas Américas datadas de 400 a 900 anos d.C., denominadas de huacos

(Figura 10), confeccionadas por indios do Peru apresentam deformacdes na regido
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facial se assemelhando ao que hoje se conhece como leishmaniose mucocutanea.
(BASANO e CAMARGO, 2004).

Figura 10 — Huaco apresentando lesdo que sugere leishmaniose muco-cutanea

Fonte: FIOCRUZ (1997)

Em 1885, na india, Cunningnham foi o primeiro a observar o parasita do género
Leishmania. No Brasil, em 1855, Cerqueira observou a existéncia da enfermidade da
pele e classificou-a clinicamente como botdo de Briska. Os casos de leishmanioses
s6 vieram a ser confirmados no Brasil em 1909, por Lindenberg, que encontrou formas
de Leishmania idénticos a Leishmania tropica identificado por Wright em 1903.
(BASANO e CAMARGO, 2004).

A leishmaniose é uma doenca relacionada a pobreza, estima-se que em cerca
de 100 paises endémicos novos casos de leishmaniose crescem em 0,7 a 1 milhdo
por ano. Na Asia, o nimero relacionado a leishmaniose visceral vem diminuindo na
Ultima década devido ao melhor acesso ao diagnostico e controle vetorial. Entretanto,
na Africa o nimero de casos fatais relacionados a esta doenca se mantém. (BURZA,
CROFT e BOELAERT, 2018).

Devido a dimenséao do continente americano e a ampla distribuicdo de vetores,
€ possivel notar a existéncia das trés formas clinicas da leishmaniose, sendo a
leishmaniose tegumentar constituida pela leishmaniose cutanea e mucosa, um
problema de saude publica. (ROCHA et al, 2019).

O continente americano € a regido que apresenta maior distribuicdo geografica
relacionada a esta doenca e isto vem desafiando os programas nacionais e regionais.
Em 2017, foi aprovado o Plano de A¢éo de Leishmanioses nas Américas 2017-2022,

0 qual visa reduzir a morbidade e mortalidade através do fortalecimento do
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diagnoéstico, tratamento, reabilitacdo, prevencao, vigilancia e controle. (OPAS/OMS,
2018).

A leishmaniose cutanea (LC) e a mucocutanea (LM) ocorre de forma endémica
em 18 paises das Américas. Foram notificados 892.846 novos casos de LC no periodo
de 2001-2016 distribuidos em 17 paises endémicos. Apesar de ocorrer uma reducdo
entre os anos de 2009 a 2015, no ano de 2016 foi registrado um aumento de 6,15 %
com relacao ao ano anterior (Figura 11). Isto foi devido ao acréscimo do nimero de
casos nos paises: Coldmbia (31,3%), Peru (33%) e Nicaragua (181,8%). (OPAS/OMS,
2018). Assim como a LC e a LM, a leishmaniose visceral (LV) também apresenta alta

incidéncia nas Américas.

Figura 11 — Numero de casos de leishmaniose cutanea e mucosa nas sub-regides e

em paises selecionados das Américas, 2001-2016
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Fonte: OPAS/OMS (2018)

A leishmaniose visceral (LV) esta distribuida mundialmente em 76 paises, sendo
endémica em 12 paises das Américas e € considerada uma doenca potencialmente
fatal. A maior incidéncia dos casos ocorre no Brasil (96%). Contudo observa-se uma
expansao geografica na: Argentina, Coldmbia, Paraguai e Venezuela (Figura 12).
(OPAS/OMS, 2018).



34

Figura 12 — Casos de leishmaniose visceral em paises com maiores nameros de

casos, Américas, 2001-2016.
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Devido a aspectos como: falta de saneamento basico, diagndstico precario, entre
outros a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lista a leishmaniose como uma
doenca tropical negligenciada cujo o desenvolvimento de novos tratamentos € uma
guestao de prioridade e que muitas lacunas ainda precisam ser preenchidas para que

esta doenca venha a ser considerada como totalmente controlada. (BURZA, CROFT
e BOELAERT, 2018).

3.3.1Agente Etioldgico e Ciclo de Vida

O género Leishmania é constituido por protozoarios tripanossomatideos que séo
parasitos intracelulares obrigatérios, que abrangem mais de 20 espécies diferentes. A
Leishmania é classificada em dois subgéneros: Leishmania, encontrada no Novo
Mundo (Américas) e Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e Viannia, encontrada no
Velho Mundo. (PACE, 2014). Na Tabela 1 € possivel observar as espécies do género

Leishmania, regido onde sédo encontrados e as manifestacdes da doenca.
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Tabela 1 — Principais espécies do género Leishmania encontradas no Novo e Velho

Mundo e manifestacao clinica associada

Principais areas

Espécie Manifestacao Clinica
afetadas
Velh L. aethiopica Etiopia, Kenia Cutéanea, difusa, mucosa
elho
L. donovani India, Bangladesh Visceral
Mundo _ . . R
L. tropica Africa do Norte, Ird Cutanea
L. amazonensis Costa Leste Cutanea
N L. braziliensis Costa Leste e Oeste Cutanea, mucosa
ovo
L. guyanensis Costa Leste Cutanea, mucosa
Mundo _ R _
L. mexicana Costa Oeste Cutéanea, difusa, mucosa
L. panamensis Costa Oeste Cutanea, mucosa
L. peruviana Peru Cutanea, mucosa

Fonte: Pace, 2014 (adaptado)

O ciclo de vida das espécies Leishmania pode ter inicio quando a fémea do
flebotomineo, durante a picada, introduz as formas promastigotas na pele. Estas sdo
fagocitadas por leucdcitos, inicialmente neutréfilos e posteriormente por macrofagos
localizados no tecido dérmico. Dentro dos macroéfagos, a forma promastigota, que €
flagelada e extracelular, estabelece uma residéncia intracelular e se transforma em
amastigota com flagelo internalizado na bolsa flagelar, que € uma forma intracelular e
sem movimentos, estes se multiplicam e s&o liberados por lise celular. Essa
proliferacdo também pode ocorrer em células de diferentes tecidos, como os ganglios
linfaticos e o figado. O ciclo se reinicia quando as fémeas dos flebotomineos realizam
novamente o repasto sanguineo e ingerem essas células infectadas. Dentro dos
vetores, a forma amastigota se diferencia em promastigota metaciclica quando atinge
aregido do intestino grosso ou intestino médio, depende do subgénero de Leishmania.
Estes entdo proliferam para migrar novamente para as glandulas salivares dos
vetores, perpetuando seu ciclo de vida (Figura 13). (BORGHI et al., 2017).
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Figura 13 — Ciclo de vida de parasitas do género Leishmania
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2017) (Adaptado)

3.3.2Manifestacdes Clinicas da Leishmaniose

3.3.2.1 Leishmaniose Cutanea

A Leishmaniose Cutanea (LC) € a forma clinica mais comum da doenca e 90%
dos seus casos ocorre em 7 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Ird, Peru, Arébia
Saudita e Siria (VRIES, REEDIJK, SCHALLIG, 2015). Suas lesbes se iniciam como
uma papula indolor, que progride para uma lesao ulcerativa com o passar dos meses
(BURZA, CROFT e BOELAERT, 2018). (Figura 14)
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Figura 14 — Manifestacao clinica da Leishmaniose Cutanea

Fonte: BURZA, CROFT e BOELAERT (2018)

3.3.2.2 Leishmaniose Mucocutanea

A Leishmaniose Mucocutanea (LM) é uma forma da leishmaniose tegumentar
associada as espécies L. braziliensis, L. panamensis e a menos frequente, L.
amazonensis. (DINIZ, COSTA, GONCALVES, 2011). As espécies prevalentes do
Novo Mundo (Américas) causam nodulos na cartilagem nasal que levam ao bloqueio
do septo ou a destruicao total do mesmo. Também podem envolver a faringe, o palato,
labio superior e a laringe, causando destruicdo severa dos tecidos levando a uma
desfiguracéo grosseira (Figura 15) (PACE, 2014).

Figura 15 — Manifestacao clinica da Leishmaniose Mucocutanea

Fonte: BURZA, CROFT e BOELAERT (2018)
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3.3.2.3 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral (LV) é a forma mais severa da doenca, considerada
fatal, causada comumente por L. donovani e L. infantum. As manifestacdes da doenca
podem ocorrer entre 10 dias a menos de 1 ano apds o contato com o parasita. Os
sintomas mais comuns sao febre, perda de peso, distensdo abdominal e fraqueza,
sintomas estes que progridem com o decorrer da doenca (Figura 16). Apesar do
tratamento, a LV pode reincidir no paciente em um intervalo de 6 a 12 meses. Caso
ndo haja tratamento, a doenca pode progredir levando o paciente a 6bito em um
periodo de 2 a 3 anos. (PACE, 2014).

Figura 16 — Paciente apresentando hepatosplenomegalia devido a Leishmaniose

Visceral

Fonte: PACE (2014)

3.3.3Diagnadstico

Nos casos que ocorrem lesdes tipicas de leishmaniose o diagnéstico clinico e
epidemiologico deve ser realizado, principalmente se o paciente procede de areas
endémicas ou estiveram presentes em lugares com casos de leishmaniose.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Apenas o diagndstico clinico ndo é suficiente para confirmar a leishmaniose, pois

esta doenca pode apresentar sinais e sintomas que sdo comuns a outras patologias,
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como por exemplo: doenca de Chagas, malaria, esquistossomose, febre tifoide,
tuberculose e hanseniase. (GONTIJO & MELO, 2004).

Portanto, o diagndstico laboratorial serve tanto para a confirmagcdo da doenca
como também para fornecer informacdes epidemiolégicas, como a identificacdo da
espécie causadora da doenca. Os testes laboratoriais sdo divididos em trés grupos:
parasitoldgicos, imunologicos e moleculares. (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

- Exames parasitolégicos: Consistem na pesquisa pelo parasito, a partir das
amostras bioldgicas de individuos infectados. Existe a forma direta e indireta, a
primeira forma é um procedimento mais rapido e de menor custo, consiste dos
seguintes procedimentos: escarificacdo, biépsia com impressdo por aposicdo e
puncéo aspirativa. A forma indireta pode se da in vitro, na qual o material coletado &
inoculado em um meio de cultura para posterior identificacdo da espécie Leishmania
envolvida.

- Exames imunoldgicos: Duas formas s&o encontradas, o Teste Intradérmico
(Intradermoreacéo de Montenegro (IDRM) ou da Leishmania) e os Testes Soroldgicos.
A primeira forma se baseia na visualizacdo da resposta de hipersensibilidade
retardada, contudo pode apresentar resultado positivo mesmo apos o tratamento da
doenca, cicatrizacdo ou cura espontanea. Os testes sorologicos detectam anticorpos
anti-Leishmania circulantes no soro do paciente.

- Exames moleculares: Baseiam-se na analise do DNA do parasito por meio da
técnica de amplificacdo pela Reacdo da Cadeia da Polimerase (PCR), vem sendo
muito utilizado para fins de pesquisa e acrescenta sensibilidade quando realizado
junto aos exames parasitoldégicos. Atualmente estdo disponiveis quatro tipos de
técnicas: PCR por hibridizacdo, PCR-RLP, PCR (G6PhD) e PCR Real Time.

3.3.4Tratamento

As drogas utilizadas para o tratamento da Leishmaniose, em ordem de
prioridade, iniciam-se com os antimoniais pentavalentes (Sb*°). Para padronizar as
dosagens a OMS recomenda que seja utilizado Sb*>/kg/dia das drogas antimoniato de
meglucamina e o estibogluconato de sodio (Figura 17), este Ultimo ndo é
comercializado no Brasil. (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).
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Figura 17 — Antimoniais pentavalentes utilizados no tratamento da Leishmaniose
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A partir da década de 1940, os antimoniais pentavalentes constituiram o
tratamento padréo para a leishmaniose visceral, contudo como forma de completar
tem-se os medicamentos alternativos, como anfotericina B e seus derivados
lipossomais, pois 0 medicamento de referéncia apresentou elevado potencial toxico e
crescentes taxas de resisténcia observadas na Europa, Asia e América do Sul. (PACE,
2014).

As pentamidinas também séo consideradas drogas de segunda escolha, tratam-
se de diamidinas aromaticas, utilizadas no tratamento da leishmaniose tegumentar em
areas endémicas dos continentes americano, asiatico e africano. Sua forma comercial
para uso em humanos € encontrada nas seguintes formulacdes: Isotionato (Di-B-
Hidroxietano Sulfonato) e Mesilato (Di-B-Hidroximetil-Sulfonato), no Brasil é
comercializado apenas a primeira formulacdo. (Figura 18). (MINISTERIO DA SAUDE,
2007). Contudo, estes medicamentos trazem diversos efeitos adversos, como: arritmia
cardiaca, pancreatite, disfuncéo renal, entre outros. E ainda, na maioria das vezes,

apresenta a desvantagem de desenvolver resisténcia a doenca. (PACE, 2014).

Figura 18 — Pentamidina comercializada no Brasil
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3.3.5Derivados de Oxadiazd6is ou Triazdis com Atividade Antileishmania

Em um trabalho realizado por Havens et al (2000) comprovou-se a eficacia dos
compostos contendo o anel 1,2,4-oxadiazoélico contra a atividade parasitaria da
doenca Leishmaniose. O composto WR85915 (Figura 19) confirmou sua atividade
contra o protozoario (Clso = 4,5 pmol L~ !, amastigotas axénicos de L. donovani) e
mostrou baixo perfil de citotoxidade contra linhagens de células de mamiferos. Seu
mecanismo de acdo se deu por agir em diferentes alvos da tubulina, proteina

abundante em Leishmania.

Figura 19 — Composto WR85915 com atividade contra a Leishmaniose
N—O
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Fonte: A autora (2020)

Havens e colaboradores (2000), também comparou a eficacia do composto
WR85915 (Figura 19) frente a medicamentos utilizados no tratamento da doenca,
Pentostam e Pentamidine. O grupo realizou testes em roedores, BALB/c mice, e
comprovou que o composto (Figura 19) apresentou bons valores de inibicdo da

parasitemia hepética, conforme Tabela 2.

Tabela 2 — Eficacia do Composto WR85915 (Figura 19), Pentostam e Pentamidina

contra L. donovani em BALB/c

Regime de Dose Atual Inibicdo + E.P.M.
Composto .
Dosagem Recebida / mg | %
Experimento 1
5 mg kg
WR85915 . 2,5 48 + 8
ILV.X5
15 mg kg*
Pentostam 7,5 60+5
S.C. X5
. 5mg kg
Pentamidine 1,52 41 + 14

i.v. x 52
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Experimento 2

5 mg kgt
WR85915 _ 25P 61+8
i.v. X 5P
15 mg kg
Pentostam 7.5 47 +5
S.C. X5

Fonte: Pitasse-Santos, Sueht-Santiago e Lima (2018), 2018 (adaptado)
aA pentamidina produziu irritacdo na administracéo da dose total no dia 1. A dose foi reduzida em 50%
para todos 0s ratos para os 4 dias seguintes; "Foi observada uma ligeira perda de peso neste grupo de
ratos. i.v .: intravenosa; s.c .: subcutaneo; E.P.M. = Erro Padrdo da Média

Existem na literatura diversos derivados triazélicos que possuem atividade
leishmanicida. Em um trabalho realizado por Keighobadi et al (2019) verificaram-se
gue o composto representado na Figura 20 apresentou atividade antiparasitaria mais
potente contra formas amastigotas e promastigotas de L. Major em comparacédo com
a droga de referéncia glucantime e o farmaco azolico de referéncia, fluconazol, sendo
0 composto 13 vezes mais potente, e ainda apresentou um alto indice de seletividade

(IS = 30,21) o que comprova sua eficacia contra as formas amastigotas.

Figura 20 — Heterociclo 1,2,4-triazol com atividade antileshmania
Cl
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Fonte: A autora (2020)

Dheer, Singh e Shankar (2017) observaram-se que 0s compostos representados
na Figura 21 foram mais eficazes contra as formas amastigotas e promastigotas de
L. amazonensis quando comparados com as drogas comumente utilizadas no

tratamento da doenca, pentamidina e anfotericina B.
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Figura 21 — Heterociclos 1,2,3-triaz6licos com atividade antileshmania contra L.

amazonensis

(@ n=12, X=0Ms, R =-(CH,)3;0H
(b)n=9, X=0OMs, R =-COOCH,CHj,
Fonte: A autora (2020)



44

4 METODOLOGIA

4.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os reagentes comerciais e solventes utilizados na pesquisa foram adquiridos
pela Dinamica e Sigma-Aldrich. As reacdes foram acompanhadas por meio de
cromatografia em camada delgada (CCD. Para a revelacdo das azidas organicas foi
utilizada uma solucao 10% (v/v) de &cido sulfarico em etanol. O azido-carboidrato (3)

foi sintetizado de acordo com a literatura (da Silva et al, 2013).

4.2 EQUIPAMENTOS

Os espectros de RMN foram realizados no aparelho Varian Mercury (400 MHz
para 'H e 75 MHz para 3C), localizado na Central Analitica DQF-UFPE, utilizando
como solvente cloroformio deuterado (CDCls), e no aparelho Anasazi, Modelo: EFT90
(90 MHz para 'H), localizado no CENAPESQ-UFRPE, utilizando cloroférmio
deuterado (CDCIs) como solvente. Os pontos de fusdo dos compostos foram medidos
em aparelho BioSan, modelo PFM-II. Algumas reacdes foram realizadas em banho de
ultrassom UltraCleaner 1400A (40 kHz), localizado no Laboratdrio de Sintese de
Compostos Bioativos DQ-UFRPE.

4.3 SINTESE DE N-[ALQUIL-AZIDO]-FTALIMIDAS (1-2)

Em um baldo de 100 mL foram dissolvidos N-alquilbromo-ftalimida em 2,5 mL de
DMF, em seguida foram adicionados 1,5 equivalentes de azida de sédio (NaN3s), e
entdo adicionou-se 0,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). A reacao ficou em agitacéo
por 4 h a temperatura de 100°C sob atmosfera inerte de argénio. O final da reacéo foi
verificado por CCD em sistema hexano / acetato de etila e revelagédo em solucao 10%

acido sulfdarico / etanol. Apés o término da reacdo o material foi extraido com
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diclorometano-agua. ApGs a separacdo, o solvente organico foi evaporado a baixa

pressao e o solido obtido foi cristalizado em diclorometano-hexano.
4.3.1N-[2-(azido)-etil]-ftalimida (1)

A uma solucéo de 3,94 mmol (1 g) de N-2-bromoetil-ftalimida em DMF-DMSO,
foram adicionados 5,91 mmol (384,15 mg) de azida de sédio.

/7) Rendimento 99% (845,8 mg), cristal

(jj/,\,_\\ incolor, P.F. 60-61 °C, Rt = 0,5 (hexano-
)\ N

3 acetato de etila, 7:3).
o

4.3.2N-[3-(azido)-propil]-ftalimida (2)

A uma solucdo de 7,46 mmol (2 g) de N-3-bromopropril-ftalimida em
DMF:DMSO, foram adicionados 11,2 mmol (727 mg) de azida de sodio.

Rendimento 88% (1,41 g), solido

N branco, P.F. 40-42°C, Ry = 0,5
\ _\—\ (hexano/acetato de etila, 7:3).

4.4 SINTESE DE 1,2,3-TRIAZOIS A PARTIR DA REACAO ENTRE ALCINOS E
AZIDAS (4-8)

Adicionou-se ao tubo de ensaio 1 equivalente da azida organica (Compostos 1,
2 ou 3), em seguida adicionou-se 1,5 equivalente do alcino dissolvido em 0,5 mL de
DMF. Adicionou-se Cul (10 mol% com relacéo ao alcino) e logo apés foi adicionado 1
gota de trietilamina. A mistura ficou sob energia de ultrassom por 30 minutos. O final
da reacéo foi verificado por CCD em sistema hexano-acetato de etila (1:1). O produto
foi purificado em coluna cromatogréfica utilizando como eluente o sistema hexano-

acetato de etila.
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4.4.14-[4-etinil-benzonitrila]-1-[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosil]-1H-
1,2,3-triazol (4)

Azido 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosil (3) (100 mg, 0,2 mmol) foi
adicionada a uma solucgéo de 0,4 mmol (51 mg) 4-etinil-benzonitrila, 7,6 mg Cul (0,04
mmol), DMF (0,5 mL) e EtsN (1 gota).

OAc

AcO

AcO OAc

Rendimento 54% (73 mg), sélido branco, P.F. = 219-220°C, Rt = 0,5 (hexano-acetato
de etila 4:6). RMN 1H (400 MHz): 5 1,89 (s, 3H, CHz3), 2,04 (s, 3H, CHs), 2,09 (s, 6H,
2x CHs), 4,06 (ddd, 1H, J = 2,0, 5,1 e 10,2 Hz, H-5), 4,17 (dd, 1H, J = 2,0 e 12,9 Hz,
H-6), 4,34 (dd, 1H, J = 5,1 e 12,5 Hz, H-6"), 5,27 (dd, J = 9,4 e 9,4 Hz, 1H, H-4), 5,44-
5,52 (m, 2H, H-2 e H-3), 5,95 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-1), 7,73 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ha),
7,96 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ha), 8,12 (S, 1H, Huiaz). RMN 3C (75 MHz): § 20,1; 20,4; 20,5;
20,6;61,5;67,5;70,3;72,5; 75,3; 85,9; 111,9; 118,6; 119,0; 126,3; 132,7, 134,4; 146,6;
169,0; 169,3; 169,8; 170,4.

4.4.2 4-[4-etinil-benzonitrila]-1-[2-ftalimido-2-il-etil]-1H-1,2,3-triazol (5)
0,5 mmol (100mg) de N-2-azidoetil-ftalimida 1 foi adicionada a uma solucéo de

0,7mmol (88,12 mg) 4-etinil-benzonitrila, 12,17 mg Cul (0,07 mmol), DMF (0,5 mL) e
EtsN (1 gota).

° 2
//

DN
(]
o N

Rendimento 53% (83,6mg), solido branco, P.F. = 230-231°C, Rs = 0,4 (hexano-acetato
de etila, 4:6). RMN H (400 MHz): 6 4,24 (t, 2H, J = 6 Hz, CHy), 4,78 (t, 2H, J = 6 Hz,
CHy), 7,63-7,75 (m, 4H, Ha), 7,80-7,85 (m, 2H, Ha), 7,91-7,93 (m, 2H, Ha), 7,96 (s,
1H, Huiaz). RMN 13C (75 MHz): § 37,6; 48,2; 111,6; 118,0; 118,7; 120,9; 123,6; 126,1
(2C); 126,5; 131,6; 132,1; 133,0; 134,4; 146,3; 167,67.
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4.4.34-[4-etinil-benzonitrila]-1-[2-ftalimido-3-il-propil]-1H-1,2,3-triazol (6)

0,4 mmol (100 mg) de N-3-azidopropil-ftalimida 2 foi adicionada a uma solucéo
de 0,6 mmol (82,75 mg) 4-etinil-benzonitrila, 12,41 mg Cul (0,06 mmol), DMF (0,5 mL)
e EtsN (1 gota).

Rendimento 82% (127,7 mg), solido amarelo, P.F. = 153-154°C, Rs = 0,6 (hexano-
acetato de etila 4:6). RMN *H (400 MHz): & 2,40 (q, 2H, J = 6,4 Hz, CHy), 3,78 (t, 2H,
J=6,4 Hz, CH>), 4,48 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH>), 7,69-7,75 (m, 4H, Hsa), 7,84-7,86 (m,
2H, Har), 7,93-795 (m, 2H, Ha), 8,14 (s, 1H, Huiaz). RMN 13C (75 MHz): § 29,3; 34,9;
47,9; 111,4, 118,7, 121,6; 123,4, 126,0; 131,8; 132,6; 134,3; 145,8; 168,4.

4.4.44-Fenil-1-[2-ftalimido-2-il)etil]-1H-1,2,3-triazol (7)

1 mmol (216,18 mg) de N-2-azidoetil-ftalimida 1 foi adicionada a uma solucéo de 1,5
mmol (153,2 mg) fenilacetileno, 28,57 mg Cul (0,15 mmol), DMF (0,5 mL) e EtsN (1
gota).

Rendimento 97% (308,1 mg), solido branco, P.F. = 182 °C, R = 0,4 (hexano-acetato
de etila 1:1). RMN H (300 MHz): 6 4,06 (t, 2H, J = 5,6 Hz, CH>), 4,69 (t, 2H, J = 6 Hz,
CHy»), 7,32 (t, 1H, Ha), 7,43 (t, 2H, J = 7,6 Hz, Ha), 7,77 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ha), 7,82-
7,87 (m, 4H, Htal), 8,64 (s, 1H, Hyiaz) (Assis et al., 2019).

4.4.5 4-Fenil-1-[3-ftalimido-3-il)propil]-1H-1,2,3-triazol (Composto 8)
0,43 mmol (98 mg) de N-3-azidopropril-ftalimida 2 foi adicionada a uma solugéo

de 0,65 mmol (66,4 mg) de fenilacetileno, Cul (10 mol%, 12,4 mg, 0,065 mmol), DMF
(0,5 mL) e EtsN (1 gota).
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Rendimento 76% (107,5 mg), sélido branco, P.F. = 134 °C, Rs = 0,4 (hexano-acetato
de etila 1:1). RMN *H (300 MHz, CDCl3): 8 2,39 (q, 2H, J = 6 Hz, CH>), 3,79 (t, 2H, J =
6 Hz, CHy), 4,46 (t, 2H, J = 8 Hz, CHy), 7,33 (t, 1H, J = 8 Hz, Ha), 7,42 (t, 2H, J = 8Hz,
Ha), 7,42 (d, 2H, J = 8 Hz, Ha), 7,75-7,71 (M, 2H, Hta), 7,81-7,86 (m, 3H, Hia-Har),

8,00 (s, 1H, Huiaz). RMN 13C (75 MHz): & 29,4; 35,0; 47,8; 120,3; 123,4; 125,7; 128,1;
128,8; 130,5; 131,8; 134,2; 147,7; 168,4. (Assis et al., 2019).

4.5 SINTESE DA 4-ETINIL-BENZOAMIDOXIMA (9)

Adicionou-se em um baldo 0,008 mol (1 g) da 4-etinil-benzonitrila e solubilizou
em 50 mL de etanol. Em seguida adicionou-se em um béquer 0,064 mol (4,45 g) de
NH20H.HCI e 0,064 mol (5,38 g) de NaHCOs e solubilizou a mistura em 50 mL de
agua destilada, logo ap6s foi adicionado esta mistura ao baldo reacional. A reacao
ficou sob agitacéao por 72 horas. O final da reacéo foi verificado por CCD em sistema
7:3 (hexano / acetato de etila). O produto foi purificado em coluna utilizando como
eluente um sistema de hexano/acetato de etila. Foi obtido 574,6mg de um sélido
branco.

AN

NH,

OH

Rendimento 45% (574,6 mg), sélido branco, P.F. = 140-141°C, Rs = 0,71 (hexano /
acetato de etila 1:1). RMN 'H (400 MHz): & 1,63 (s, 1H, OH), 3,16 (s, 1H, C=CH), 4,86
(brs, 2H, NH), 7,52 (br d, 2H, J = 7,8 Hz, Hay), 7,60 (br d, 2H, J = 7,8 Hz, Ha). (dos
Anjos et al, 2007).
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4.6 SINTESE DA 4-(PROP-2-IN-1-ILOXI)BENZONITRILA (10)

Adicionou-se em um baldo 0,9844 g (8,26 mmol) da 4-hidroxibenzonitrila em 10
mL de dimetilformamida (DMF) seco. Em seguida adicionou-se 5,14 g (37,17 mmol)
de K>COs e agitou-se por 5 minutos. Logo apdés foi adicionado 3,31 mL (37,17 mmol)
de brometo propargilico e agitou-se durante noite. O final da reacéo foi verificado por
CCD em sistema eluente 7:3 (hexano-acetato de etila). ApGs verificar o término da
reacdo foi adicionado gelo ao baldo para a precipitacdo do produto. Em seguida
realizou-se filtracdo a vacuo e o produto foi recristalizado utilizando metanol/hexano.

Foi obtido 1,0589 g de um cristal incolor.

\\\ Rendimento 81% (1,0589 g), cristal
o incolor, P.F. 110-112°C, Rty = 0,6
\©\ (hexano/acetato de etila, 7:3). (LYKAKIS
¥ et al, 2011).
4.7 SINTESE DA N’-HIDROXI-4-(PROP-2-IN-1-

ILOXI)BENZENOCARBOXIMIDAMIDA (11)

Em um bal&o foi dissolvido 1,0363 g (0,06 mol) do composto 10 em 50 mL de
etanol. Em um béquer foi dissolvido 2,016 g (0,024 mol) de bicarbonato de sédio
(NaHCOs3) e 1,668 g (0,024 mol) de cloridrato de hidroxilamina em 50 mL de agua.
Esta solucéo foi adicionada ao baldo contendo o composto 10 e agitou-se por 48
horas. O final da reacéo foi verificado por CCD em sistema eluente 7:3 (hexano-
acetato de etila). Apos verificar o término da reacédo, o etanol foi evaporado a baixa
pressdo. Em seguida o produto foi extraido da fase aquosa utilizando acetato de etila
(3 x 20 mL). Apos a evaporacao do solvente o produto foi cristalizado utilizando

metanol / diclorometano (CH2Cl). Foi obtido 1 g de um cristal incolor.
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Rendimento 80% (1,0 g), cristal incolor,

@\(NH P.F. 160-162°C, R; = 0,31 (hexano/
3 acetato de etila, 1:1). (NARO et al, 2018).

N
OH

///

4.8 SINTESE DE 1,2,4-OXADIAZOL 3,5-DISSUBSTITUIDOS (12-13)

4.8.1Sintese do 5-Fenil-3-[4-Etinil-Fenil]-1,2,4-Oxadiazol (12)

Foram adicionados em um baldo 260 mg (1,6 mmol) do composto 9, 0,28 mL
(2,4 mmol) de cloreto de benzoila e 10 mL de piridina seca. Esta mistura foi agitada
por 3 horas a 200°C. O final da reacéo foi verificado por CCD em sistema 7:3 (hexano
| acetato de etila). ApOs verificar o término da reacdo verteu-se a mistura em um
béquer contendo gelo e adicionou-se acido cloridrico (HCI) 37% para neutralizar a
piridina. Apos a precipitacdo do produto realizou-se filtracdo a vacuo. Foi obtido

337,6mg de um sdlido marrom.

Rendimento 85% (337,6 mg), sélido marrom, P.F. = 119°C, Rt = 0,7 (hexano-acetato
de etila 7:3). RMN *H (400 MHz): 3 3,21 (s, 1H, C=CH), 7,51-7,63 (m, 5H, Ha), 8,13
(brd, 2H, J = 6,7 Hz, Ha), 8,21 (br d, 2H, J = 6,7 Hz, Ha). RMN 13C (75 MHz): 6 79,7;
83,5; 124,5; 125,3; 127,5; 127,8; 128,6; 129,5; 133,0; 133,2; 168,7; 176,3. (dos Anjos
et al, 2007).

4.8.2 Sintese do 5-adamantil-3-[4-(prop-2-in-1-iloxi)fenil]-1,2,4-oxadiazol (13)

Foram adicionados a um tubo apropriado para micro-ondas 57,6 mg (0,3 mmol)
do composto 11, 50 mg (0,25 mmol) do cloreto de adamanto carbonila e 5 mL de
CH2Cl2. A reacgdo ocorreu em atmosfera inerte de argbnio e temperatura ambiente sob

agitacao por 5 minutos. A formacé&o do intermediério foi verificada por CCD em sistema
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7:3 (hexano / acetato de etila). Em seguida foi evaporado o diclorometano e
solubilizou-se em DMF. Logo apoés a reacao foi colocada em reator de micro-ondas a
temperatura de 110°C e 5 minutos de reagdo. O final da reagéo foi verificado por CCD
em sistema 1:1 (hexano-acetato de etila). O produto foi purificado em coluna utilizado
hexano-acetato de etila. Foi obtido 56,6 mg de um sdlido branco.

O
N
Nl@
Rendimento 67% (56,6 mg), soélido branco, P.F. 108-109°C, Rt = 0,75 (hexano-acetato,
7:3). RMN H (300 MHz): 8 1,81 (s, 6H), 2,13 (s, 9H), 2,54 (t, 1H, J = 2,4 Hz, CH), 4,75
(d, 2H, J =2,1 Hz, CH»), 7,05 (dd, 2H, J = 8,7 e 2,4 Hz, Ha), 8,05 (dd, 2H,J=9 e 2,7

Hz, Ha). RMN 23C (75 MHz): § 27,8; 35,5; 36,2; 40,0; 55,8; 75,9; 78,0; 115,1; 120,6;
129,0; 159,6; 167,8; 185,2.

4.9 SINTESE DE 3-{4-[(1-(N-FTALIMIDOETIL)-1H-1,2,3-TRIAZOL-4-
iNMETOXIJFENIL}-5-ADAMANTIL-1,2,4-OXADIAZOL (14)

A uma solucado do alcino 13 (1,2 equivalentes, 34,1 mg, 0,1 mmol), contendo
iodeto de cobre (3 mg, 0,016 mmol, 16 mol% com relagéo ao alcino 13), em acetonitrila
(0,5 mL), sob atmosfera de argénio. Foi adicionada de azido-ftalimida 2 (1 equivalente,
19,1 mg, 0,083 mmol) dissolvida em CH3CN (0,5 mL). A reacdo foi mantida sob
agitacdo por 5 horas a temperatura ambiente. O final da reacédo foi verificado por CCD
em eluente hexano-acetato de etila (1:1). Apés purificacdo em coluna cromatografica,

foi obtido 12 mg de um 6leo viscoso.

N /

IaS e
§ O

N
O—
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Rendimento 21% (12 mg), 6leo viscoso, Rt = 0,34 (hexano/acetato de etila, 1:1). RMN
'H (300 MHz,): 1,70 (sl, 4H), 1,89 (sl, 3H), 2,14 (sl, 8H), 2,30-2,41 (m, 2H, CH>), 3,77
(t, 2H, J = 6,3 Hz, CH>), 4,43 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH), 5,26 (s, 2H, CH>), 7,08 (dd, 2H,
J=9,0e 1,8 Hz, Ha), 7,73-7,77 (M, 2H, Hsa), 7,85-7,88 [(m, 2H, Htal); 7,85 (s, 1H,
Hiriaz)], 8,03 (dd, 2H, J=9,0 e 1,8 Hz, Har). RMN 3C (75 MHz): 5 19,1; 27,8; 29,4; 35,0;
36,2; 36,4, 38,7; 40,0; 40,7, 47,9; 62,0; 71,7; 115,0; 123,4, 129,1; 130,9; 131,9; 134,2;
143,0; 160,0; 167,7.

4.10 SINTESE DE 1,2,4-OXADIAZOIS CONJUGADOS A 1,2,3-TRIAZOIS (15-17)

Adicionou-se ao tubo de ensaio 1 equivalente da azida organica, em seguida
adicionou-se 1,5 equivalente do 5-fenil-3-[4-etinil-fenil]-1,2,4-oxadiazol 10. Em
seguida adicionou-se Cul, 10 mol% com relacdo ao alcino dissolvido em DMF (0,5
mL) e logo apés foi adicionado 1 gota de trietilamina (EtsN). A reacdo ocorreu em
ultrassom por 1 hora. O final da reacéo foi verificado por CCD em sistema 1:1 (hexano-
acetato de etila). O produto foi purificado em coluna cromatografica utilizando como

eluente o sistema hexano-acetato de etila.

4.10.15-fenil-[3-[4-benzil]-1-[2-ftalimido-2-il-etil]-1H-1,2,3-triazol]-1,2,4-0xadiazol
(15)

0,2 mmol (58 mg) de N-2-azidoetil-ftalimida 1 foi adicionada a uma solucéo de
0,4 mmol (100 mg) 5-fenil-3-[4-etinil-fenil]-1,2,4-oxadiazol 12, Cul (7,6 mg, 0,04 mmol),
DMF (0,5 mL) e 1 gota de trietilamina (EtsN).



53

Rendimento 74% (46,4 mg), sélido branco, P.F. = 254-255°C, Rf= 0,5 (hexano-acetato
de etila 1:1). RMN *H (90 MHz): 6 4,28 (t, 2H, J = 5,4 Hz, CH>), 4,82 (t, 2H, J = 6,2 Hz,
CH2), 7,32 (m, 1H, Huiaz), 7,71-8,01 (m, 13H, Ha). RMN 3C: em andamento.

4.10.2 5-fenil-[3-[4-benzil]-1-[2-ftalimid0-3-il-propil]-1H-1,2,3-triazol]-1,2,4-
oxadiazol (16)

0,1 mmol (30 mg) de N-3-azidopropil-ftalimida 2 foi adicionada a uma solucéo de
0,2 mmol (50 mg) 5-fenil-3-[4-etinil-fenil]-1,2,4-oxadiazol 12, Cul (3,81 mg, 0,02 mmol),
DMF (0,5 mL) e 1 gota de trietilamina (EtsN).

Rendimento 78% (48,1 mg), cristal amarelo, P.F. = 200-201°C, Rt = 0,4 (hexano-
acetato de etila, 1:1). RMN H (400 MHz): 6 2,43 (q, 2H, J = 6,4 Hz, CH>), 3,83 (t, 2H,
J=6Hz, CHy), 4,50 (t, 2H, J = 6,4 Hz, CHy), 7,55-7,65 (m, 3H, Ha), 7,72-7,75 (m, 2H,
Har), 7,86-7,88 (m, 2H, Ha), 7,98-8,00 (m, 2H, Ha), 8,11 (s, 1H, Huiaz), 8,24-8,26 (m,
4H, Ha). RMN 3C (75 MHz, CDCls): § 29,4; 35,0; 47,9; 120,9; 123,4; 124,3; 126,0;
126,5; 128,0; 128,2; 129,1; 131,8; 132,8; 133,3; 134,2; 146,9; 160,5; 168,4; 168,7.

4.10.3 5-fenil-[3-[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosil]-1H-1,2,3-triazol]-1,2,4-

oxadiazol (17)

0,2 mmol (101 mg) de azido 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosil 3 foi
adicionada a uma solucdo de 0,4 mmol (100 mg) 5-fenil-3-[4-etinil-fenil]-1,2,4-
oxadiazol 12, Cul (7,6 mg, 0,04 mmol), DMF (0,5 mL) e 1 gota de trietilamina (EtsN).
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Rendimento 83% (140 mg), sélido branco, P.F. =231-232°C, Rt = 0,5 (hexano-acetato
de etila, 1:1). RMN *H (400 MHz): $ 1,92 (s, 3H, CHs), 2,06 (s, 3H, CH3), 2,10 (s 3H,
CHs), 2,11 (s 3H, CH3), 4,06 (ddd, J=2,9; 5,1 e 10,1 Hz, 1H, H-5), 4,18 (dd, J=2,3 e
12,9 Hz, 1H, H-6), 4,35 (dd, J = 5,0 e 13,0 Hz, 1H, H-6’), 5,29 (dd, J = 9,4 e 9,4 Hz,
1H, H-4), 5,44-5,57 (m, 2H, H-2, H-3), 5,97 (d, J = 9,4 Hz, 1H, H-1), 7,55-7,63 (m, 3H,
Har), 7,99-8,02 (m, 2H, Ha), 8,12 (s, 1H, Hyiaz), 8,23-8,27 (m, 4H, Ha). RMN 3C (75
MHz): & 20,2; 20,5 (2C); 20,7; 61,6; 67,7; 70,2; 72,7; 75,2; 85,9; 118,4; 124,2; 126,2,;
128,1;129,1; 132,5; 132,8; 168,5; 169,0; 169,3; 169,4; 169,9; 170,5; 175,8.

4.11 SINTESE DE 1,2,4-OXADIAZOIS CONJUGADOS A 1,2,3-TRIAZOIS A
PARTIR DA REACAO ENTRE N-[ALQUIL-AZIDO]-FTALIMIDAS TRIAZOL E
BENZOAMIDOXIMA (18-19)

Em tubo de ensaio apropriado para micro-ondas, foi transferido 1 equivalente do
composto (7-8), em seguida foi adicionado 1,2 equivalentes da benzoamidoxima, 1,2
equivalentes de K>COz e 0,5 mL de DMF. A reagéao foi realizada em micro-ondas a
200 °C, 150 W por 5 min. O final da reacao foi verificado em CCD aumentando a
polaridade do sistema eluente de 7:3-4.6 (hexano-acetato de etila). Em seguida a
mistura foi rotaevaporada em baixa pressédo. O produto foi purificado em coluna

utilizando hexano-acetato de etila.

4.11.1 2-[N'-(benzoil-oxi)benzeno-carboximidamida]-N-[2-(4-fenill-1H-1,2,3-

triazol-1-il)etilJbenzamida (18)

100 mg (0,31 mmol) de alquil-triazol-ftalimida 7 foram misturados a 50,32 mg
(0,37 mmol) de benzoamidoxima, 51,13 mg (0,37 mmol) de K.CO3s e 0,5 mL de DMF

em forno de micro-ondas a 200 °C, 150 W por 5 min.
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Rendimento 75% (107,7 mg), solido branco, P.F. 195 °C, Rt = 0,4 hexano / acetato de
etila (4:6). RMN H (300 MHz): & 4,04 (t, 2H, J = 6,0 Hz, CH>), 4,65 (qt, 2H, J = 5,1 Hz,
CH>), 4,71 (sl, 3H, NH e NH>), 7,16-7,19 (m, 2H, Ha), 7,43-7,49 (m, 5H, Ha), 7,57-7,62
(m, 4H, Ha), 7,93 (S, 1H, Huiaz), 8,07-8,13 (m, 3H, Ha). RMN 13C (75 MHz): & 40,1;
49.3; 121,3; 125,2; 127,4; 128,6; 128,8; 130,2; 132,34, 137,2; 147,2; 168,7; 169,1.

4.11.2 2-[N'-(benzoil-oxi)benzeno-carboximidamida]-N-[3-(4-fenill-1H-1,2,3-
triazol-1-il)propillbenzamida (19)

90 mg (0,27 mmol) de alquil-triazol-ftalimida 8 foram misturados a 43,52 mg (0,32
mmol) de benzoamidoxima, 44,22 mg (0,32 mmol) de K>.COs e 0,5 mL de DMF em

forno de micro-ondas a 200 °C, 150 W por 5 min.

/
H/\/\N A
N\N

Rendimento 58% (73,7 mg), solido branco, P.F. = 181 °C, Rf = 0,25 (hexano-acetato
de etila, 4:6). RMN tH (300 MHz): 6 2,03 (s, 2H, NH>), 2,32 (qt, 2H, J = 5,7 Hz, CH>),
3,53 (q, 2H, J = 5,9 Hz, CH>), 4,57 (t, 2H, J = 6,3 Hz, CH>), 6,47 (t, 1H, J = 5,9 Hz,
NH), 7,30-7,51 (m, 6H, Ha), 7,59-7,64 (m, 3H, Ha), 7,76-7,79 (m, 2H, Ha), 7,95 (s, 1H,
Hiiaz), 8,08-8,13 (m, 3H, Ha). RMN 3C (75 MHz): § 14,1; 37,1; 47,8; 120,4; 121,8;
125,7; 127,5; 128,8; 130,4; 131,4; 132,4; 137,3; 147,9; 164,4; 168,89.

NH2
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4.12 ATIVIDADE BIOLOGICA

As atividades biologicas foram desenvolvidas no Laboratério de Biologia Celular
localizado na Fundagédo Oswaldo Cruz (FioCruz): Instituto Aggeu Magalhdes, em
parceria com a Dra. Regina Bressan e o aluno de doutorado Vanderlan Holanda.

Os compostos (4-6; 12, 15-17) foram inicialmente diluidos na concentracao de
50 mg/mL em DMSO. As solucbes estoques foram diluidas em diferentes

concentracfes para 0s experimentos.

4.12.1 Teste de Citotoxicidade

Foram utilizadas células da linhagem J774A.1 ATCC® TIB-67™ e Vero para o0s
testes de citotoxicidade. Foi realizada contagem direta em camara de Neubauer e
procedimento de diluicdo para que as culturas contivessem 5 x 10° células / mL. Ap6s
isso, utilizaram-se placas de 96 pocos para incubar as células na presenca ou
auséncia, que se denomina controle, de varias concentracbes dos compostos
mencionados por 48 horas. ApoOs a incubacdo com as drogas as células foram
submetidas a técnica de MTT. As amostras foram lidas por espectrofotometria 570
nm. A concentragao citotoxica para 50% das células (CCsp) foi determinada através

de regresséo linear dos dados obtidos pelo software SPSS 8.0 para Windows.

4.12.2 Dosagem de Oxido Nitrico

Para a dosagem de 6xido nitrico utilizou-se a reacéo colorimétrica de Griess, que
consiste na deteccdo de nitrito (NO?), resultante da oxidagcdo do NO nos
sobrenadantes de cultura previamente coletados. Adicionou-se a uma placa de 96
pocos 50 pL do sobrenadante de cultura, seguido do mesmo volume do reagente de
Griess. Este é composto de sulfanilamida 1% diluida em H3PO4 2,5% (solucédo A) e
de N-1-naphtylethtylenodiamina, também diluido em solucdo de Hs3POs a 2,5%
(solucao B). Para a confeccédo de uma curva-padrao, uma solucédo de nitrito de sédio
na concentracao inicial de 1 mM passou por diluigcdes seriadas em RPMI. As amostras
foram lidas no espectrofotbmetro a 570 nm. A absorbancia das diferentes amostras

foram comparadas com a curva-padrao.
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4.12.3 Teste Hemolitico

O teste hemolitico foi realizado através da incubacéo de 500 pL dos compostos
(4-6; 12, 15-17) diluidos em solucédo salina (HBSS) nas concentragfes de 200 a 12,5
Mg / mL com 500 pL de suspensado de hemacias a 5%, de cada tipo sanguineo (A, B,
O e AB), por 1 hora a 37°C em microtubos. Apés o tempo decorrido, os microtubos
foram centrifugados por 5 min a 10.000 rpm. A lise celular foi medida por
espectrofotometria 570 nm. Foram utilizadas como controles positivos e negativos 0s
resultados das heméacias em suspensao de Triton X-100 e em solucédo salina (HBSS),
respectivamente. O resultado foi obtido como porcentagem de hemolise em relacao
ao controle positivo (100% de hemolise) e o controle negativo (0% de hemdlise). O
programa SPSS (statistics 25) foi utilizado para realizar uma regressao linear para
obter a taxa de hemolise de 50%. O percentual de hemolise sera obtido através do
céalculo percentual considerando o Titron X-100 como agente causador de 100% de
hemdlise. Todos os ensaios foram realizados em sextuplicata.

Todos os protomedicamentos envolvendo amostras biolégicas que envolveram
a participacao direta ou indireta de seres humanos foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos (CAAE: 38726620.6.0000.5048).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DE N-[ALQUIL-AZIDOJ-FTALIMIDAS (1-2)

A sintese das N-[alquil-azido]-ftalimidas, foram realizadas a partir de uma reacdo
de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) entre as bromo N-aquil-ftalimida junto
com a azida de sodio formando as azido-ftalimidas com rendimento entre 88-99%
(Esquema 6).

Esquema 6 — Sintese de obtencéo das N-[aquil-azido]ftalimidas 1-2

i 0
Br // N3
N_e{ NaN, / DMF / DMSO__ ©i>\' /

100°C / 4h / Ar
\
0

n=2,3 n=2,3

Fonte: A autora (2020)

As azido-ftalimidas 1 e 2 foram sintetizadas utilizando inicialmente DMF como
solvente a temperatura de 60°C (Barbosa, Oliveira, 2011; Assis et al, 2019), em
rendimentos moderados (60-93%). Contudo neste trabalho introduziram-se duas
modificacdes. Uma mistura binaria de solventes (DMF:DMSO, 5:1) e aumento na
temperatura de reacdo de 60°C para 100°C, assim melhorou-se os rendimentos e
diminuiu-se o tempo de reacdo de 22-24h para 4 horas. Os dados espectroscopicos
destes compostos condizem com o que consta na literatura. (Barbosa & Oliveira,
2011).
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5.2 SINTESE DE 1,2,3-TRIAZOIS A PARTIR DA REACAO ENTRE ALCINOS E
AZIDAS (4-8)

As ftalimidas-triazdlicas 5, 6, 7 e 8 foram obtidas a partir da reacao do alcino (4-
etinil-benzonitrila e fenilacetiieno) com as azido-ftalimidas 1, 2 fornecendo os
respectivos produtos em rendimento de 53%, 82%, 97% e 76%. O carboidrato
triazolico 4 foi obtido pela reacéo entre 4-etinil-benzonitrila e o azido carboidrato 3 com
rendimento de 54% (Esquema 7).

Esquema 7 — Sintese de obtencéo dos 1,2,3-triazois 4-8

OAc
OAc
AcO

1,5 equiv.

AcO  OAc

4

o]
DMF / Et,N / Ultrassom / 30min Q\// N=N
O 3 Y
// N3 // N\(\/)/ng/ \Q\\N
Cred” — o
56

o]
1,2
-0
1,5 equiv.

7,8

Fonte: A autora (2020)

A sintese dos compostos 5-8 foi baseada na metodologia de Assis et al (2019).
Os compostos 5-6 houve modificagcdo no alcino que neste trabalho trata-se da 4-
etinilbenzonitrila. O composto 4 se distancia da estrutura vista no trabalho acima
citado, mas por se tratar do mesmo protocolo de sintese, utilizou-se a mesma
metodologia, obtendo-se resultados satisfatorios.

O mecanismo proposto para a obtencdo dos 1,2,3-triaz0is acima citados se
baseia em uma proposta que comprova através de calculos teodricos que a diminuicao

do pKa do hidrogénio em 9,8 unidades ocorre através da complexagao entre o sal de
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cobre e o alcino terminal, favorecendo a formacao do acetileto de cobre. Que em
seguida complexa com azida, formando um complexo azida-acetileno. No
intermediario formado o cobre tem um efeito sinérgico nos sitios reativos que faz com
gue o nitrogénio terminal da azida torne-se mais eletrofilico e o carbono nucleofilico,
favorecendo o ataque para a formacdo do metalociclo. Logo apds, por uma
associacao transanular do par de elétrons ndo ligantes do N-1 com o orbital antiligante
de C-5, ocorre a contracao do anel, fornecendo o triazolila de cobre. Por dltimo, ocorre
a protonacdo do intermediario com a formacéo do produto final e regeneracdo do
catalisador. (WORRELL, MALIK, FOKIN, 2013) (Esquema 8).

Esquema 8 — Proposta mecanistica para a obtencédo dos 1,2,3-triazéis utilizando
sais de Cu(l)

N—R2 — .
R*JQ( [Cu] __Q—- [Cgu]' [Cup

H ' Rl——H -
H+ H+

nz=N [Cu]®

‘N-R? :
)&-\_{ R\—Cu)®

Fonte: Worrell, Malik, Fokin (2013)

Na Figura 22, foi possivel observar na regido de 0 a 2 ppm, faixa que
corresponde aos hidrogénios ligados a carbono sp3. Na regido de 1,89 e 2,04 ppm, foi
observado dois simpletos com integracédo de 3 hidrogénios cada. Na regido de 2,09
ppm, tem-se uma integracéo de 6 hidrogénios, referentes aos outros dois grupos CHs
do grupo acetil. Na regido entra 4,0 e 4,5 ppm foi possivel observar 3 hidrogénios (H-
5 e H-6/H-6") com as multiplicidades esperadas. Na regido entre 5 e 6 ppm foi possivel
observar 4 hidrogénios referente aos H-1, H-2, H-3 e H-4 do anel glucosil. Na regiéo
de 5,44-5,52 ppm foi possivel observar um multipleto com integracao de 2 hidrogénios

referente aos hidrogénios H-2/H-3. Estes se encontram mais deslocados devido ao
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efeito de desblindagem do anel triazdlico ligado ao carbono C-1. O sinal de hidrogénio
anomérico (ligado ao C-1) encontra-se em 5,95 ppm e acoplamento 3J de 9 Hz. A
regido entre 7,5 a 8 ppm corresponde aos hidrogénios ligados diretamente ao anel
aromatico. (PAVIA, 2010). Os sinais em 7,73 e 7,96 ppm, foi possivel observar que
ambos os sinais apresentaram multiplicidade de dupleto de dupleto, caracteristico de
anéis para-substituidos. Estes sinais sdo referentes aos hidrogénios do anel
benzénico que apresentaram constante de acoplamento orto (JHaHb € JHe,Hd = 8,8 HZ)
Estes acoplamentos estdo de acordo com a faixa prevista 3Joro = 7-10 Hz. O sinal em
8,12 ppm observou-se um simpleto com integracéo de 1 hidrogénio, referente a (He)
do anel triazdlico, este encontra-se nesta regido devido ao efeito de alto momento de

dipolo do anel triazélico.

Figura 22 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e expansdes do triazol-

carboidrato 4
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Na Figura 23 referente ao espectro de '3C (75 MHz) para o composto 4,
observou-se em 20,14, 20,46, 20,49, 20,64, 61,50, 67,46, 70,30, 72,48 e 75,29 ppm
encontram-se 0s picos referentes aos carbonos alquilicos do anel glicosil. O carbono
anomérico C-1 aparece em 85,91 ppm. O pico 111,97 ppm corresponde ao carbono
da nitrila. Os picos 118,58, 119,04, 126,28, 132,72 ppm correspondem aos carbonos
do anel aromético. Em 134,22 e 146,61 ppm observam-se 0s picos referentes aos
carbonos do anel triazélico. Os picos 169,02, 169,31, 169,79 e 170,38 correspondem
as carbonilas do anel glicosil.

Figura 23 — Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCIs) do triazol-carboidrato 4
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Fonte: A autora (2020)

No espectro de *H do composto 5 foi possivel observar na regido de 4,24 ppm,
um tripleto com constante de acoplamento de 6 Hz e integracdo de 2 hidrogénios,
referente ao CHz (Hr) que acopla com o CH2 (He). Este se encontra mais deslocado
devido ao efeito de blindagem do anel triazdélico, a regido de 0 a 2 ppm apresentam-
se os hidrogénios ligados a carbono sp3. Na regido de 4,78 ppm, observou-se um
tripleto com constante de acoplamento de 6 Hz e integracdo de 2 hidrogénios,
referente ao CH2 (He) que acopla com o CH> (Hs), devido ao efeito de desblindagem
do anel ftalimida, o CH> (He) encontra-se em deslocamento quimico maior. As regides
descritas a seguir apresentam os hidrogénios ligados diretamente a carbono
aromatico que correspondem a faixa de 6,5 a 8 ppm. (PAVIA, 2010). Nas regides de
7,63 — 7,75 ppm, 7,80 — 7,85 ppm, 7,91 — 7,93 ppm, foram possivel observar
multipletos com integracdes de 6, 2 e 2 hidrogénios, respectivamente, totalizando 10

hidrogénios referentes aos hidrogénios aromaticos (Ha, Hb, He, Hd, Hn, Hi, Hj, Hy). Na
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regido de 7,96 ppm, foi possivel observar um simpleto com integracéo de 1 hidrogénio,

referente ao CH (Hg) do anel triazdlico.

Mormalized Intensity

Figura 24 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) e expansdes do triazol 5
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No espectro de *C (75 MHz, CDCIs) para o composto 5, Figura 25, observou-

se em 37,6 e 48,2 ppm encontram-se 0s picos referentes aos carbonos alquilicos. O

pico 111,6 ppm corresponde ao carbono da nitrila. Os picos 118,0, 118,7, 120,9, 123,7,
126,1, 126,2, 126,5, 131,6, 132,2, 133,0 ppm correspondem aos carbonos do anel

aromatico. Em 134,4 e 146,3 ppm observam-se os picos referentes aos carbonos do

anel triazdlico. O pico referente as carbonilas foi observado em 167,7 ppm.
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Figura 25 — Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCIs) do triazol 5
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No espectro do composto 6 (Figura 26) foi possivel observar um quinteto de
integracdo 2 na regido de 2,40 ppm com constante de acoplamento de 6,4 Hz,
referente ao CH2 (Hg) que acopla com o CH2 (Hn) e CHz (Hr). Essa regido corresponde
aos hidrogénios ligados a carbono sp® que apresentam deslocamento quimico na
regido de 0 a 2 ppm. Na regido de 3,78 ppm observou-se um tripleto de integracéo 2
e constante de acoplamento de 6,4 Hz, referente ao CH: (Hr) que acopla com o CH»
(Hg), o mesmo foi observado nesta regido devido ao efeito de blindagem do anel
triazolico. Na regido de 4,48 ppm foi possivel observar um tripleto de integracdo 2 e
constante de acoplamento 6,8 Hz, referente ao CH (Hn) que acopla com o CH2 (Hg),
este encontra-se nesta regido devido ao efeito de desblindagem do anel ftalimida. Na
regido de 6,5 a 8 ppm encontram-se o0s hidrogénios ligados diretamente ao anel
aromatico. (PAVIA, 2010). Na regido de 7,69 — 7,75 ppm foi possivel observar um
multipleto de integracéo 4 referente aos hidrogénios do anel benzénico ftalimida (H;,
Hx, Hi e Hm). Na regido de 7,8 e 7,9 ppm, foi possivel observar dois dupletos de
dupletos, sinais caracteristicos de anéis para-substituidos, ambos com integracdo de
2 hidrogénios e identificado constantes de acoplamento orto (JucHd = 8,8 Hz). Estes
acoplamentos estdo de acordo com a faixa prevista 3Joto = 7-10 Hz. Na regido de 8,14
ppm observou-se um simpleto com integracdo de 1 hidrogénio, referente a (He) do
anel triazdlico, este encontra-se mais deslocado devido ao efeito de blindagem do anel

triazolico.
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Figura 26 — Espectro de RMN *H (400 MHz, CDClIs) e expansdes do composto 6
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A Figura 27 referente ao espectro de *C (75 MHz, CDCIls) do composto 6,
observou-se em 29,3, 34,9 e 47,9 ppm encontram-se 0s picos referentes aos carbonos
alquilicos. O pico 111,4 ppm corresponde ao carbono da nitrila. Os picos 118,7, 121,6,
123,4, 126,0, 131,8, 132,6 ppm correspondem aos carbonos do anel aromatico. Em
134,2 e 145,8 ppm observam-se 0s picos referentes aos carbonos do anel triazélico.

O pico referente as carbonilas foi observado em 168,4 ppm.
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Figura 27 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCIls) do Composto 6
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5.3 SINTESE DA 4-ETINIL-BENZOAMIDOXIMA (9)

O composto 9 foi obtido a partir da 4-etinil-benzonitrila, onde foi realizada a
conversdo do grupo nitrila em grupo amidoxima, reagindo o produto comercial com
NH20H-HCIl e NaHCO3z em etanol e 4gua (1:1), em temperatura ambiente por 72 horas

com rendimento de 45%. (Esquema 9).

Esquema 9 — Sintese do composto 9

X
\\ NH,OH.HCI (8 equiv.)
NaHCO, (8 equiv. NH,
5 (8 equiv.) - |
N
XN EtOH/H,O (1:1), 72h, t.a. N

OH

Fonte: A autora (2020)

A arilamidoxima 9 foi sintetizada anteriormente por dos Anjos et al (2007)
utilizando o mesmo procedimento adotado neste trabalho, contudo obteve-se um
rendimento de 93 %. Os dados espectroscépicos destes compostos condizem com o
gue consta na literatura.

A proposta mecanistica para obten¢cdo do composto 9 baseia-se no ataque

nucleofilico do nitrogénio ao carbono polarizado positivamente da nitrila, formando um
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intermediario | que apods sofrer rearranjos intramoleculares forma a arilamidoxima 9

(Esquema 10).

Esquema 10 — Mecanismo de obtencéo da arilamidoxima 9

N
X " X N N
W—OH — X N X
i N é;k“ NH,
~ I+

HO/NH;

0) i ()

A
NH,
|

N

~

OH

Fonte: A autora (2020) ¥
Supbem-se que 0 composto 9 apresente conformacao de geometria Z devido a
ordem de estabilidade das amidoximas. Estudos comprovam que trés formas de
amidoximas podem coexistir, E-amidoxima, Z-aminonitrona, Z-amidoxima, sendo esta
tltima a forma mais estavel tanto em solventes proéticos quanto apréticos. (Figura 28).
(Sahyoun, Arrault, Schneider, 2019).

Figura 28 — Ordem de estabilidade dos isdmeros de amidoximas

R NH, R\/NHZ R NH,
T < 1A
N NT < \Nl(
HO H 0 “OH
E-amidoxima Z-aminonitrona Z-amidoxima
Fonte: A autora (2020)
5.4 SINTESE DA N’-HIDROXI-4-(PROP-2-IN-1-

ILOXI)BENZENOCARBOXIMIDAMIDA (11)

O composto 11 foi obtido através de uma reacdo de O-alquilacdo da p-hidroxi-

benzonitrila, utilizando K2CO3 como base e brometo propargilico, em DMF durante
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uma noite. Apos o tratamento da poés-reacdo foi obtido o alcino nitrila 10 com
caracteristicas de cristal incolor e rendimento de 81 %. ApGs a obtencao do composto
10 foi realizada a conversdo do grupo nitrila em grupo amidoxima, reagindo o
composto 10 com NH>.OH-HCI e NaHCOs em etanol e 4gua (1:1), em temperatura

ambiente por 48 horas com rendimento de 80%. (Esquema 11)

Esquema 11 — Sintese de obten¢cdo do composto 11

_ S X
— AN NH,OH.HCI (4 equiv.)
HO \g (4.5 equiv.) z o
- 0 NaHCO, (4. equiv.) _
X K,CO, (4,5 equiv.) DMF, overnight - NH,
NN EtOH/H,O (1:1), 48h, t.a. |
N

N
N ~OH

(10)
(11)

Fonte: A autora (2020)

O oxadiazol acetilénico 11 foi sintetizado anteriormente por Naro et al (2018)
utilizando hidroxalamina, etanol 60% e N,N-diisopropiletilamina sob refluxo por 14
horas, obtendo um rendimento de 60%. Neste trabalho realizou-se algumas
modificacdes como o uso do bicarbonato de s6dio como base, etanol-agua 1:1, ndo
utilizou-se o refluxo e houve um aumento no tempo de reacéo para 72 horas, contudo

o rendimento final foi de 80%.

5.5 SINTESE DE 1,2,4-OXADIAZOL 3,5-DISSUBSTITUIDOS (12-13)

Os 1,2,4-oxadiazois 3,5-dissubstituidos foram obtidos a partir da reacdo de
ciclizacao térmica. O composto 12 foi sintetizado a partir da arilamidoxima 9 e cloreto
de benzoila, utilizando piridina seca, a 200 °C por 3 horas e rendimento de 85%. O
composto 13 foi obtido a partir da arialmidoxima 11, cloreto de adamantila, DMF, em

micro-ondas a 110°C, com rendimento de 67%. (Esquema 12)
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Esquema 12 — Sintese do 1,2,4-oxadiazol-3,5-dissubstituidos 12-13

i
N
N @ACI
. N
NH, (1,5 equiv.) N ~
| > \N/o
N Piridina, 200°C, 3h
OH
(9) (12)

N

\\\ N
o
//

o) cl (0,8 equiv.)

NH S
> DMF, 110°C, M.O _F
| N
OH

(11)

(13)

v/
(@]

Fonte: A autora (2020)

O 1,2,4-oxadiazol 12 foi sintetizado anteriormente por dos Anjos et al (2007)
utilizando diclorometano, acido benzoico e N,N’-diciclohexilcarbodiimida, a
temperatura de 110-120°C por 4 horas, onde obteve-se o rendimento de 54%.
Contudo neste trabalho propds-se a modificagdo da metodologia utilizando cloreto de
benzoila e piridina, a temperatura foi elevada para 200°C, assim alcangcou-se melhor
rendimento e o tempo de reacao reduziu para 3 horas. Os dados espectroscopicos
destes compostos condizem com o que consta na literatura (dos Anjos et al, 2007).

O mecanismo proposto para a obtencdo do compostos acima citado inicia-se
com o ataque nucleofilico a carbonila formando o intermediéario I, em seguida ocorre
uma transferéncia de protons formando o intermediario Il, que apds a saida de uma
molécula de acido, forma o intermediério Ill. Neste intermediério o grupo amino ataca
a carbonila para formar o anel de cinco membros, intermediario 1V, que sofre uma
nova transferéncia de protons, formando o intermediario V, que apds a saida de uma

molécula dgua forma o anel 1,2,4-oxadiazdlico esperado. (Esquema 13)
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Esquema 13 — Mecanismo geral de obtencéo de 1,2,4-oxadiazoéis 3,5-dissubstituido

T OF —"Chpn zﬁwcw 2@%

Fonte: A autora (2020)

A ideia de utilizar o adamantano como radical surgiu através de pesquisas na
literatura que demonstram que o uso deste biciclo aumenta a lipofilicidade do
composto, podendo modificar a disponibilidade bioldégica da molécula. Através disto
varios derivados do adamantano vém ganhando destaque por seu potencial biolégico
contra a malaria (CHINNAPATTU; SATHIYANARAYANAN; IYER, 2015), anti-
bactericida, anti-fungicida, atividade inibitoria contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). Observa-se também seu uso em drogas comerciais que sao utilizadas
para o tratamento do diabetes tipo 2, Vildagliptina e Saxagliptina (Figura 29). E
recentemente foi desenvolvido um derivado capaz de induzir a apoptose humana em

células de carninoma escamosa de cabeca e pescoco (ALl et al, 2017).

Figura 29 — Estrutura das drogas comerciais utilizadas no tratamento do diabetes

tipo 2
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Fonte: A autora (2020)

No espectro do composto 13 (Figura 30), inédito na literatura, foi possivel

observar em 1,81 e em 2,14 ppm os sinais referentes aos hidrogénios da regido do
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adamantano, CH (He) e CH2 (Hr), totalizando 15 hidrogénios. Esta regido corresponde
aos hidrogénios ligados a carbono sp? que apresentam deslocamento quimico na faixa
de 0-2ppm. Em 2,54 ppm, observou-se o tripleto correspondente ao hidrogénio do
alcino (Ha) que acopla com um CH2 (Hp), o deslocamento coincide com a faixa
esperada de 2-3 ppm, devido ao efeito anisotropico, 0 mesmo apresentou uma
constante de acoplamento de 2,4 Hz. Em 4,75 ppm, foi observado um dupleto com
integracdo de dois hidrogénios e JubHa = 2,1Hz referente ao CH (Hb) que acopla com
o hidrogénio acetilénico (Ha), 0 mesmo apresentou-se mais deslocado devido a
eletronegatividade do oxigénio. Na regido de 7,05 e 8,05 ppm, deslocamento
esperado para a regido dos aromaticos (PAVIA, 2010), foi possivel observar que
ambos os sinais apresentaram multiplicidade de dupleto de dupleto, caracteristico de
anéis para-substituidos. Estes sinais s&o referentes aos hidrogénios do anel
benzénico que apresentaram constante de acoplamento orto (JxcHd = 8,7 Hz € Jhc,Hd
= 9 Hz) e acoplamento meta (JncHc = 2,4 HZ € JucHe = 2,7 Hz). Estes acoplamentos

estdo de acordo com a faixa prevista 3Joto = 7-10 HZ € *Jmeta = 1-3 Hz.

Figura 30 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) e expansdes do Composto 13
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O composto 13 apresentou o espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls), Figura
13. Em 27,8 ppm pode ser observado o sinal do CH. Em 35,5 ppm observa-se o sinal
do CH (Ca), em 36,2 ppm observa-se o sinal do CH (Cy) e 40,0 ppm pode ser
observado o sinal do CHz (C¢), todos eles referentes ao anel do adamantano. Em 55,8
ppm observa-se o sinal do CH: acetilénico. Em 75,9 e 78,0 ppm € possivel observar
0s sinais referentes aos carbonos acetilénicos. Em 115,1 ppm observa-se o carbono
do anel aromético ligado ao oxigénio. Em 120,6 é possivel observar os sinais
referentes aos carbonos do anel aromético (Ce). Em 129,0 ppm € representado os
sinais dos carbonos do anel aromatico (Cq). Em 159,6 e 167,8 ppm é possivel observar
os sinais do carbono do anel oxadiazolico. E em 185,2 ppm € possivel observar o sinal
da carbonila.

Figura 31 — Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCIs) do oxadiazol 13
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5.6 SINTESE DE 3-{4-[(1-(N-FTALIMIDOETIL)-1H-1,2,3-TRIAZOL-4-
iNMETOXIJFENIL}-5-ADAMANTIL-1,2,4-OXADIAZOL (14)

O triazol foi sintetizado a partir do alcino oxadiazolico 13, com a azida ftalimida
2. Este composto foi obtido via reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar, utilizando CHsCN
como solvente e Cul como catalisador, a reacao foi realizada em atmosfera inerte de
argonio durante 5 horas. O oxadiazol-triazol 14 foi obtido como um 6leo viscoso com
rendimento de 21% (Esquema 14). Esta reacdo sera repetida modificando solvente,

um possivel problema deve ter sido a baixa solubilidade do reagente 13.
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Esquema 14 — Sintese da ftalimida-triazol-oxadiazoélica 14

Q\\ ’,\' _N
O ° N N /
/] " - % (() /N\o
(I)N (/)’n 3 O\ —0 N/
(13)
\é CHLCN / Cul (1.2 equiv.) 8
Ar/t.a/ 5h
n=3(2) n=3(14)

Fonte: A autora (2020)

No espectro do composto 14 (Figura 32), foi possivel observar nas regides 1,70,
1,89 e 2,14 ppm simpletos largos referentes aos hidrogénios da regido do
adamantano, totalizando 15 hidrogénios. Na regidao de 2,30 - 2,41 ppm observou-se
um multipleto de integracdo de 2, referente ao CH2 (Hf) que acopla com outros dois
CH2 (He e Hg). Esta regido corresponde aos hidrogénios ligados a carbono sp3® que
apresentam deslocamento quimico na faixa de 0 - 2 ppm. Na regidao de 3,77 ppm
observa-se um tripleto de integracdo 2 e constante de acoplamento de 6,3 Hz,
referente ao CH2 (Hg) que acopla com o CH:z (Hs), este encontra-se nesta regidao pois
sofre efeito de desblindagem do anel triazolico. Na regido de 4,43 ppm também se
observa um tripleto de integracéo 2 e constante de acoplamento de 6,9 Hz, referente
ao CH: (He) que acopla com o CHz (Hs), este encontra-se nesta regido pois sofre efeito
do anel ftalimida. Na regido de 5,26 ppm observa-se um simpleto de integracéo de 2
hidrogénios referente ao CH: (Hi), 0 mesmo encontra-se nesta regido pois sofre
influéncia direto do oxigénio, deixando-o mais desblindado. As descricbes a seguir
compreendem as faixas dos hidrogénios dos anéis aromaticos (6,5 - 8,0 ppm) (PAVIA,
2010), onde na regido de 7,08 ppm foi possivel observar um dupleto de dupleto, com
integracdo de 2 hidrogénios e constante de acoplamento orto (Jujhk = 9 Hz) e
acoplamento meta (JujH = 1,8 Hz). Estes acoplamentos estéo de acordo com a faixa
prevista 3Joro = 7 - 10 Hz € *Jmeta = 1 - 3 Hz. Na regiéo entre 7,73 - 7,77 e 7,85 - 7,88
ppm foi possivel observar os multipletos ambos com integracdo de 2 hidrogénios,
referentes aos hidrogénios do anel benzénico (Ha, Hb, He € Hq) da ftalimida. Na regido
de 7,85 ppm foi possivel observar um simpleto de integracdo 1, referente ao
hidrogénio (Hn) do anel triazdlico, 0 mesmo encontra-se nesta regido, pois sofre

desblindagem do anel triazélico. E na regido de 8,03 ppm foi possivel observar um
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dupleto de dupleto, com integracao de 2 hidrogénios e constante de acoplamento orto

(JHjHk = 9 Hz) e acoplamento meta (JnkHk = 1,8 Hz).

Figura 32 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIs) e expansfes do Composto 14
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Fonte: A autora (2020)

No espectro de 3C da ftalimida-triazol-oxadiazol 14, Figura 33, foi possivel
observar em 19,1, 27,8, 29,4, 35,0, 36,2, 36,4, 38,7, 40,0, 47,9, 62,0 e 72,0 ppm 0s
sinais referentes aos carbonos da cadeia alquilica (Ca), da regido da adamantano (Cbp,
C¢), os carbonos ligados diretamente ao nitrogénio da ftalimida e anel triazol, o
carbono ligado diretamente ao oxigénio e o carbono do anel adamantano ligado ao
anel 1,2,4-oxadiazélico. Em 115,0, 123,4, 129,1, 130,9, 131,9, 134,2, 143,0, 160,0 e
167,7 foi possivel observar os sinais referentes aos carbonos dos anéis aromaticos
(Cq e Ce), 0s carbonos do anel triazélico e oxadiazdlico e as as carbonilas do anel

ftalimida.
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Figura 33 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCIs3) do Composto 14
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Fonte: A autora (2020)

5.7 SINTESE DE 1,2,4-OXADIAZOIS CONJUGADOS A 1,2,3-TRIAZOIS (15-17)

Os compostos 15-17 foram obtidos a partir do composto 12, 1,2,4-oxadiazol
acetilénico e as azidas organicas 1-3, através de reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar,
utilizando DMF e EtsN como solvente e Cul como catalisador, a reacéo foi realizada
em ultrassom por 1 hora, com rendimentos de 74 % (15), 78 % (16) e 83 % (17).

(Esquema 15)

Esquema 15 — Sintese dos hibridos contendo os anéis 1,2,4-oxadiazol e 1,2,3-

triazol

7
N
NJr/ 3 N—Q
n ! V.
)\ N
o A j
n=2(1) N
n=3(2) Ny Tn
> S 15: n=2
DMF / Et;N / Ultrassom / 1h
: 16: n=3

=0~
= \ OAc
\—O

1,5 equiv.

OAc 3
DMF / Et;N / Ultrassom / 1h

Fonte: A autora (2020)
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Na Figura 34 do espectro do composto 15 (realizado em aparelho de 90 MHz)
foi possivel observar na regido de 4,28 ppm um tripleto com integracdo de 2
hidrogénios e constante de acoplamento de 5,4 Hz referente ao CH» (Hr) que acopla
com o CHa2 (He), 0 mesmo encontra-se mais deslocado devido ao efeito de blindagem
do anel triazélico. Na regiao de 4,82 ppm observou-se um tripleto com constante de
acoplamento de 6,2 Hz e integragao de 2 hidrogénios referente ao CH: (He) que acopla
com o CH2 (Hs) este sofre efeito de blindagem do anel ftalimida, por isso encontra-se
mais deslocado. A regido que corresponde aos hidrogénios ligados diretamente a
carbonos sp? varia de 0 a 2 ppm (PAVIA, 2010). Na regido de 7,32 ppm foi possivel
observar um simpleto com integracdo de 1 hidrogénio referente ao CH (Hn) do anel
triazolico. Na regido de 7,71 — 8,01 ppm foi possivel observar um multipleto com
integracao de 13 hidrogénios referentes aos CH aromaticos (Ha, Ho, He, Ha, Hi, Hj, H,
H, Hm, Hn, Ho, Hp € Hg). Essas regides compreendem os hidrogénios ligados

diretamente ao anel benzénico que se encontram na faixa de 6,5 a 8 ppm.

Figura 34 — Espectro de RMN 'H (90 MHz, CDCIs) e expansdes do composto 15
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Fonte: A autora (2020)

No espectro da ftalimida-triazol-oxadiazdlica 16, Figura 35, foi possivel observar

na regido dos hidrogénios ligados a carbono sp® que varia 0 a 2 ppm, na regido de
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2,43 ppm um quinteto com constante de acoplamento de 6,4 Hz e integracao de 2
hidrogénios referente ao CH2 (Hr) que acopla com outros dois CH> (He € Hg). Na regiao
de 3,83 ppm foi possivel um tripleto com integracéo de 2 hidrogénios e constante de
acoplamento de 6 Hz referente ao CH> (Hg) que acopla com o CH2 (Hf), 0 mesmo
encontra-se mais deslocado devido ao efeito de blindagem do anel triazélico. Na
regido de 4,50 ppm observou-se um tripleto com constante de acoplamento de 6,4 Hz
e integracéo de 2 hidrogénios referente ao CH2 (He) que acopla com o CH (Hs) este
sofre efeito de blindagem do anel ftalimida, por isso encontra-se mais deslocado. A
descricao a seguir tratam-se dos hidrogénios ligados diretamente ao anel benzénico
gue se encontram na faixa de 6,5 a 8 ppm. Na regido de 7,55 — 7,65 ppm foi possivel
observar um multipleto com integracéo de 3 hidrogénios. Na regido de 7,72 — 7,75
ppm e 7,86 — 7,88 ppm foi possivel observar que ambos sinais apresentavam um
duplo tripleto com constante de acoplamento de 3,2 e 5,6 Hz e integracdo de 2
hidrogénios cada. Na regido de 7,98 — 8,00 ppm foi possivel observar um duplo
dupleto com constante de acoplamento de 2 e 8,4 Hz e integracdo de 2 hidrogénios.
Fazendo um total de 9 hidrogénios referentes aos hidrogénios (Ha, Ho, He, Hd, Hm, Hn,
Ho, Hp € Hg). Na regido de 8,11 ppm observou-se um simpleto com integragéo de 1
hidrogénio, referente ao Hn do anel triazélico. Na regido de 8,2 foi possivel observar
um dupleto de dupleto, caracteristico de anéis para-substituidos, com integracéo de 4
hidrogénios. Estes sinais sdo referentes aos hidrogénios do anel benzénico que
apresentaram constante de acoplamento orto (JwiHk € JwjH = 8,4 Hz Hz) e acoplamento
meta (Jninje JrkH = 1,6 Hz). Estes acoplamentos estdo de acordo com a faixa prevista
3Jorto = 7-10 HZ € *Jmeta = 1-3 Hz.
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Figura 35 — Espectro de RMN *H (400 MHz, CDClIs) e expansdes do composto 16
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Fonte: A autora (2020)

Na Figura 36 referente ao espectro de 3C (75 MHz, CDCls) para o composto 16,
observou-se em 29,37, 35,1 e 47,9 ppm os picos referentes aos carbonos alquilicos.
Em 120,9, 123,4, 124,5, 126,0, 126,5, 128,0, 128,2, 129,1, 131,8, 132,7, 133,3 ppm
encontram-se 0s picos referentes aos carbonos dos anéis aromaticos. Em 134,2 e
146,9 ppm os picos do anel triazolico. Os picos referentes aos carbono do anel
oxadiazolico foi observado em 160,5 e 168,4 ppm. E em 168,7 foi observado o pico

referente as carbonilas.
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Figura 36 — Espectro de RMN *C (75 MHz, CDClIs) do ftalimida-triazol-oxadiazol 16
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Na Figura 37 foi possivel observar na regido de 1,92 e 2,06 ppm, dois simpletos
com integracéo de 3 hidrogénios cada, referente ao CHz do grupo acetil. Na regido de
2,10 ppm, observou-se um dupleto com constante de acoplamento de 5,2 Hz e
integracdo de 6 hidrogénios, referente aos CHs do grupo acetil. Nesta regido foi
possivel observar um total de 12 hidrogénios e encontram-se dentro da faixa esperada
para os hidrogénios ligados a carbonos sp?® que varia de 0 a 2 ppm. Nas regides de
4,0, 4,1 e 4,3 ppm foram possiveis observar dupletos de dupletos com constantes de
acoplamentode 2 e 3,2Hz, 1,6 e 10,8 Hz e 5,2 e 8 Hz, respectivamente e integracdes
de 1 hidrogénio. Na regido de 5,2 ppm foi possivel observar um tripleto com constante
de acoplamento de 10 Hz e integracdo de 1 hidrogénio. E na regido de 5,9 ppm foi
possivel observar um dupleto com constante de acoplamento de 9,6 Hz e integracéao
de 1 hidrogénio. Nestas regides descritas foram observados um total de 5 hidrogénios,
referentes aos CH do anel glicosil. Na regido de 5,45 — 5,57 ppm foi possivel observar
um duplo tripleto com constante de acoplamento de 9,2 e 11,6 Hz e integracdo de 2
hidrogénios referente ao CHz ligado diretamente ao anel glicosil. Estes se encontram
mais deslocados devido ao efeito de blindagem dos anéis glicosil e triazol. A regido
de 6,5 a 8 ppm encontram-se os hidrogénios ligados diretamente a carbonos
aromaticos. (PAVIA, 2010). Na regido de 7,56 — 7,63 ppm observou-se um multipleto
com integracdo de 3 hidrogénios. Na regido de 7,99 — 8,02 ppm observou-se um
dupleto de dupleto com constante de acoplamento de 2 e 4,8 Hz e integracdo de 2
hidrogénios. Nesta regido observou-se um total de 5 hidrogénios referentes aos
hidrogénios aromaticos (Ha, Hb, Hc, Ha, He). Na regido de 8,10 ppm, observou-se um

simpleto com integrac@o de 1 hidrogénio referente ao H; do anel triazdlico. Na regido
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de 8,2 ppm observou-se um multipleto com integracao de 4 hidrogénios referentes

aos hidrogénios aroméaticos (Hr, Hg, Hn, Hj).

Figura 37 — Espectro de RMN 'H (90 MHz, CDCls) e expansdes do carboidrato-
triazol-oxadiazol 17
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Fonte: A autora (2020)

Na Figura 38 referente ao espectro de '3C (75 MHz, CDCI3) para o composto 17,
observou-se em 20,19, 20,51, 20,68, 61,55, 67,69, 70,24, 72,65, 75,24 ppm
encontram-se 0s picos referentes aos carbonos alquilicos do anel glicosil. Em 118,36,
124,23, 126,24, 128,07, 129,10 ppm encontram-se 0s picos referentes aos carbonos
dos anéis aromaticos. Em 132,52 e 132,77 ppm os picos do anel triazélico. Em 168,55,
169,03, 169,35, 169,89 ppm encontram-se 0s picos referentes as carbonilas do anel

glicosil. E em 170,48 e 175,78 ppm encontram-se 0s picos do carbono do anel

oxadiazdlico.
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Figura 38 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do Composto 17
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5.8 SINTESE DE 1,2,4-OXADIAZOIS CONJUGADOS A 1,2,3-TRIAZOIS A PARTIR
DA REACAO ENTRE N-[ALQUIL]-FTALIMIDAS TRIAZOL E
BENZOAMIDOXIMA (18-19)

Inicialmente a estratégia de sintese erarealizar a reacéo entre a ftalimida-triazol-
ester e a benzoamidoxima para formar o triazol conjugado diretamente ao oxadiazol
(Reacao A, Esquema 16). Acompanhamento em CCD mostrou uma mistura complexa
de produtos, sendo o principal produto isolado resultado da abertura do anel ftalimida.
Para comprovar esta hipotese, foram feitas tentativas de abertura do anel ftalimida
reagindo ftalimida/ftalimida potassica com a benzoamidoxima (Reacbes B e C,
Esquema 14), utilizando o forno de micro-ondas a uma poténcia de 150 W, 240 °C por
10 min e DMF como solvente para obter o 1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituido. Contudo,
nao houve éxito nos resultados. Desta forma, nossos estudos mostraram que foram

sintetizadas as carboximidamida-benzamida-triazdlicas 18 e 19.
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Esquema 16 — Tentativas de reacdes de ftalimida com benzamidoxima
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A sintese de oxadiazolil benzamidas tem relato na literatura (NADELSON, 1975),
com uma rota sintética proposta como mostra o Esquema 15. Esta rota exige maior
esfor¢o sintético, pois precisamos ter um cloreto acido, orto-substituido por um grupo
éster; o primeiro reagiria com a benzoamidoxima, € 0 grupo éster com as aminas,

exigindo-se manobras com os grupos funcionais.

Esquema 17 — Rota sintética conhecida para oxadiazolil benzamidas
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No Esquema 18, traz um planejamento sintético € mais simples, do que o
proposto por Nadelson (1975), cuja intencdo é preparar os oxadiazolil benzamidas
(Compostos 20 e 21) a partir da reacdo entre os triazol-ftalimidas (7-8) com a
benzoamidoxima formando intermediarios 18 e 19, que apds ciclizacdo fornecerdo os

produtos desejados.

Esquema 18 — Sintese de obtencédo dos 1,2,4-oxadiazois conjugados a 1,2,3-

triazois
i
// o,
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................... >
\E) DMF / K,CO,/200°C / M.O /
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n=2 (18)
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n=3(19)

Fonte: A autora (2020)

O mecanismo proposto para a obtencédo dos compostos 20 e 21 inicia-se com 0
ataque nucleofilico a carbonila formando o intermediario I, onde ocorre a abertura do
anel da ftalimida. Em seguida ha uma transferéncia de prétons, formando o
intermediario 1l (18 ou 19). Posterior reacdo de ciclizagdo intramolecular leva a
formacdo dos intermediarios Il e IV, que apos desidratacdo leva a formacdo dos

compostos oxadiazolicos (Esquema 19).
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Esquema 19 — Mecanismo geral proposto para a obtencéo dos 1,2,4-oxadiazéis a

partir da abertura do anel da ftalimida
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Como seréa discutido a seguir, foram obtidos os intermediarios 18 e 19. Os
compostos obtidos apresentaram os rendimentos de 75% e 58%.

No espectro de *H (300 MHz, CDCls) para o composto 18, Figura 39, observou-
se na regido de 4,04 ppm um tripleto com integracdo de 2H e constante de
acoplamento de J = 6 Hz, referente ao CH2 (Ha) que acopla com o CH: (Hp). Na regido
de 4,65 ppm foi possivel observar um quarteto de integracdo de 2H, com constante
de acoplamento de J = 5,1 Hz, referente ao CH2 (Hp) que acopla com o CH2 (Ha) e 0
NH2. Em 4,71 ppm foi possivel observar um simpleto largo com integracdo de 3H
referentes ao NH> e NH. Na regido que compreende a faixa dos aromaticos entre 6,5
a 8,0 ppm foi possivel observar em 7,18, 7,46, 7,58 e 8,10 ppm multipletos referentes
aos hidrogénios dos anéis benzénicos com um total de 14 hidrogénios. Em 7,93 ppm
foi possivel observar um simpleto de integracdo de 1H referente ao CH do anel

triazélico. Observa-se residuo de DMF no espectro (8,ppm = 2,85; 2,92; 7,97).
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Figura 39 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) e expansdes do Composto 18
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Fonte: A autora (2020)

No espectro de '3C (75 MHz, CDCls) para o composto 18, Figura 40, observou-
se em 40,12 e 49,33 ppm encontram-se 0s picos referentes aos carbonos alquilicos.
Os picos 121,26, 125,21, 127,42, 128,57, 128,85, 130,22, 132,39 ppm correspondem
aos carbonos do anel aromatico. Em 137,12 e 147,24 ppm observam-se 0S picos
referentes aos carbonos do anel triazdlico. Os picos referentes as carbonilas foram

observados em 168,75 e 169,11 ppm.

Figura 40 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCl3) do Composto 18
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No espectro de *H (300 MHz, CDCIls) do intermediario 19, Figura 41, observa-se
naregiao de 2,03 ppm um simpleto com integracao de 2 hidrogénios referente ao NH»,
0 mesmo encontra-se dentro faixa esperada de 0,5 a 4,0 ppm. Na regiao de 2,32 ppm
foi possivel observar um quinteto de integracdo de 2 hidrogénios, com constante de
acoplamento de J = 5,7 Hz, referente ao CH> (Ha) que acopla com os CH2 (H» e Hc).
Em 3,53 ppm foi possivel observar um quarteto com integracdo de 2 hidrogénios e
constante de acoplamento de J = 6 Hz, referente ao CH> (Hb) que acopla com o NH e
0 CH2 (Ha). Na regido de 4,57 ppm observou-se um tripleto de integracdo de 2
hidrogénios e constante de acoplamento de J = 6,3 Hz referente ao CH2 (Hc) que
acopla com o CH2 (Ha). Naregiéo de 6,47 ppm observou-se um tripleto com integracéo
de 1 hidrogénio e constante de acoplamento de J = 5,7 Hz referente ao NH que acopla
com o CHa (Hp), este encontra-se dentro da faixa de deslocamento esperada que varia
entre 5,0 a 9,0 ppm. Na regido que compreende a faixa dos aromaticos entre 6,5 a 8,0
ppm foi possivel observar em 7,40, 7,59, 7,78 e 8,09 ppm multipletos referentes aos
hidrogénios dos anéis benzénicos com um total de 14 hidrogénios. Em 7,95 ppm foi

possivel observar um simpleto de integracéo de 1H referente ao CH do anel triazdlico.

Figura 41 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) e expansdes do composto 19
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O composto 19, apresentou no espectro de *C (75 MHz, CDCls), Figura 42. Em
14,10, 37,13 e 47,85 ppm encontram-se 0s picos referentes aos carbonos alquilicos.
Os picos 120,42, 121,80, 125,66, 127,48, 128,76, 130,45, 131,36 e 132,43 ppm
correspondem aos carbonos do anel aromético. Em 137,27 e 147,90 ppm observam-
se os picos referentes aos carbonos do anel triazélico. Os picos referentes as
carbonilas foram observados em 164,40 e 168,89 ppm.

Figura 42 — Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCIs3) do composto 19
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Com base nos resultados espectroscopicos para hidrogénio (RMN *H) e carbono
(RMN 3C) acredita-se que os compostos formados sdo os néo-ciclizados 18 e 19.
Pois no espectro de hidrogénio observa-se as integracdes referentes aos grupos NH
e NH2 e no espectro de carbono observou-se a auséncia dos picos 170 e 175 ppm no

espectro de carbono que ocorre na formacao do anel oxadiazélico.



5.9 ATIVIDADE BIOLOGICA

5.9.1Teste de Citotoxicidade
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Os resultados obtidos da CCso podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados da CCso (LM) em Macrofago e Vero

COMPOSTO

ESTRUTURA

logP @

CCs0®  Vero

12

15

16

1,34

2,49

2,76

3,49

4,53

4,80

(UM)

93,2 >200
3471  >200
1087,5 >200
4850 >200
4395  >200
4953  >200
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o 3,37
17 <N 41,8 >200

Fonte: A autora (2020)
@ |logP calculado com Molinspiration property engine v2018.10; ® linhagem J774A.1

De acordo com os resultados acima, o azido-ftalimida 6 contendo um grupo aril-
nitrila foi 0 menos téxico apresentando CCsp de 1087,54 uM; o composto 5, também
uma aril-nitrila com menos um grupo CHa, apresentou CCso de 347,2 uM. Estudos
realizados por Junior et al (2019) afirmam que a baixa citotoxicidade desses
compostos pode estar relacionada com a presenca do grupo ftalimida.

Substituindo o grupo nitrila pelo grupo oxadiazol (compostos 15 e 16) a CCso em
macrofagos manteve-se entre 400 e 500 uM. O composto 12 apresentou CCso de
485,0 uM. Observa-se que estes compostos apresentam CCso proximas, isto pode
estar ligado ao fato da presenca do anel 1,2,4-oxadiazol em sua estrutura. Luo et al
(2016) investigando uma série de 1,3,4-oxadiazois, isbmeros do 1,2,4-oxadiazol,
ligados a 1,2,3-triazol observaram que a citotoxicidade destes compostos em
macrofagos foram todas superiores a 100 uM, o que corrobora com o0s resultados
obtidos.

Os compostos 4 e 17 foram os mais toxicos apresentando CCsp de 93,26 e 41,80
MM, respectivamente. Esses compostos contém em sua estrutura um carboidrato,
podendo isto estar relacionado a sua biodisponibilidade. Aparentemente a
propriedade logP nao interferiu nos resultados.

O teste de citotoxicidade realizado em células em Vero mostrou que todos os
compostos apresentaram valores de CCso superiores a 200 pM, isto indica que para
as células epiteliais renais todos os grupos testados, ftalimida, 1,2,4-oxadiazol e 1,2,3-
triazol, ndo apresentaram citotoxicidade nos modelos testados. A Anfotericina B,
farmaco utilizado no tratamento do leishmaniose, apresenta CCso de 37,6 e 105,7 uM,
em macréfago e Vero, respectivamente. (Alianca et al, 2017). Estes resultados
mostram que todos 0s compostos apresentaram CCso maior do que o farmaco de

referéncia em ambas as células testadas.


https://www.molinspiration.com/services/properties.html
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5.9.2Dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem de oOxido nitrico € um teste utilizado para avaliar um dos mecanismos
de acdo dos compostos testados. As células fagociticas produzem 6xido nitrico como
uma forma de combater ao parasita da leishmania. (GHOSH, ROY & ROY, 2013).

Os compostos testados (4-6 e 12, 15-17) ndo induziram a producdo de 6xido
nitrico no macro6fago, conforme resultados apresentados nos Gréaficos 1 e 2 e Tabela
4. Com isso, constatou-se que a atividade leishmanicida dos compostos, caso exista,
ndo deverd ocorrer pelo aumento na producdo de 6xido nitrico. A auséncia de
alteracfes na producdo de NO em macrofagos tratados com os compostos pode ser
devido aos grupos ftalimida, os quais foram relatados em inibir a producdo do NO.
(BACH et al 2017).

Grafico 1 — Equacéo da reta para os Compostos 4 e 13

2

y =1.8421x + 0.0506
R = 0.9M
15

0.5

0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Fonte: A autora (2020)

Gréfico 2 — Equacéo da reta para os Compostos 5-6 e 12, 15-17
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Tabela 4 — Valores das Absorbancias de Producéo de Oxido Nitrico em Macréfagos

Composto 4

Composto 5

Composto 6

Composto 12

Concentracdes (uUM)

Controle 200 100 50 25 12,5
0,074 0,062 0,054 0,065 0,067 0,069
0,074 0,055 0,049 0,055 0,054 0,063
0,078 0,078 0,051 0,058 0,055 0,055
0,074 0,056 0,052 0,055 0,055 0,054
0,069 0,053 0,053 0,054 0,053 0,053
0,070 0,051 0,058 0,054 0,055 0,052
0,071 0,055 0,056 0,057 0,057 0,057
0,088 0,066 0,069 0,062 0,074 0,073
0,075 0,058 0,062 0,067 0,069 0,071
0,062 0,054 0,055 0,056 0,055 0,054
0,065 0,058 0,05 0,053 0,056 0,068
0,064 0,053 0,05 0,052 0,053 0,055
0,063 0,053 0,054 0,057 0,049 0,056
0,058 - 0,057 0,057 0,057 0,054
0,058 - 0,057 0,059 0,059 0,057
0,088 - 0,063 0,063 0,063 0,067
0,067 0,055 0,06 0,064 0,066 0,091
0,054 0,054 0,054 0,056 0,063 0,084
0,056 0,057 0,055 0,054 0,055 0,085
0,055 0,05 0,054 0,05 0,055 0,081
0,057 0,053 0,052 0,051 0,053 0,075
0,055 0,055 0,053 0,051 0,055 0,097
0,061 0,055 0,053 0,054 0,059 0,076
0,068 0,061 0,061 0,061 0,071 0,076
0,101 0,068 0,064 0,066 0,074 0,068
0,076 0,056 0,058 0,062 0,067 0,057
0,070 0,06 0,055 0,057 0,061 0,065
0,069 0,065 0,058 0,058 0,053 0,058
0,067 0,052 0,058 0,067 0,053 0,062
0,071 - 0,074 0,065 0,066 0,059



92

0,071 - 0,075 0,060 0,065 0,061
0,104 - 0,094 0,070 0,067 0,067
0,076 0,141 0,068 0,063 0,060 0,070
0,072 0,067 0,065 0,053 0,054 0,064
0,064 0,061 0,051 0,059 0,053 0,063
Composto 15 0,058 0,057 0,055 0,056 0,052 0,058
0,058 0,072 0,06 0,057 0,073 0,055
0,058 0,053 0,054 0,051 0,051 0,073
0,072 0,059 0,051 0,053 0,057 0,065
0,079 0,093 0,069 0,060 0,066 0,074
0,078 0,064 0,071 0,066 0,109 0,134
0,063 0,058 0,07 0,059 0,060 0,08
0,059 0,056 0,059 0,059 0,058 0,068
Composto 16 0,058 0,061 0,057 0,06 0,059 0,074
0,066 0,052 0,058 0,055 0,057 0,076
0,083 0,084 0,069 0,059 0,118 0,077
0,066 0,06 0,062 0,056 0,058 0,156
0,089 0,062 0,063 0,062 0,068 0,087
0,074 0,068 0,063 0,062 0,074 0,086
0,057 0,064 0,057 0,09 0,058 0,085
0,057 0,073 0,058 0,054 0,058 0,089
Composto 17 0,053 0,061 0,056 0,055 0,057 0,076
0,053 0,075 0,056 0,055 0,055 0,081
0,053 0,06 0,053 0,055 0,058 0,085
0,052 0,069 0,061 0,065 0,060 0,083
0,073 0,068 0,071 0,069 0,083 0,084

5.9.3Teste Hemolitico

Fonte: A autora (2020)

O teste hemolitico é utilizado em diversos estudos para avaliar o potencial do

medicamento em causar danos a membrana plasmatica das células. Além disso, seu

resultado contribui para a avaliacdo da citotoxicidade de alguns medicamentos em
células de mamifero. (SOUZA et al, 2017).
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A anfotericina B, composto usado no tratamento da leishmania, induz 50% de
hemdlise a uma concentracao de 50,8 uM (SOUZA et al, 2017), os compostos 4-6 e
12, 15-17 apresentaram taxa de hemolise abaixo de 20%, mesmo na maior
concentracgao testada de 200 puM para todos os tipos de sangue analisados, conforme

Figura 43.

Figura 43 — Resultados do Teste Hemolitico nos Sangues A, B, AB e O
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como principal objetivo sintetizar novos bis-heterociclicos
1,2,3-triazol e 1,2,4-oxadiazol candidatos a agentes leishmanicidas, utilizando
protocolos usuais, realizando modifica¢des para otimizacdo do método sintético.

Os N-alquil-triazol-ftalimidas 5-8, e o triazol-carboidrato 4 foram sintetizados
através da reacdo de click onde obteve-se 0s seguintes rendimentos: 54% (4), 53%
(5), 82% (6), 97% (7) e 76% (8). Os 1,2,4-oxadiazo6is 3,5-dissubstituido foram
sintetizados através de ciclizacdo térmica obtendo os seguintes rendimentos: 84%
(12) e 67% (13). Os bis-heterociclos 14, 15, 16 e 17 também foram obtidos a partir do
protocolo de click, onde obtive-se os rendimentos de 21, 74, 77 e 83%,
respectivamente. Os triazois-ftalimidas (7-8) com posterior reacdo de ciclizacao
térmica com a benzoamidoxima, resultou nos compostos intermediarios 18 e 19, com
rendimentos de 75% e 58%, respectivamente. As substancias (4-6) e (13-17) séo
inéditas na literatura.

Os testes biologicos realizados nas substancias (4-6) e (12, 15-17), foram os
ensaios de citotoxicidade, dosagem de Oxido nitrico e teste hemolitico. O compostos
menos toxico da série proposta foi 0 6 (1087,54 uM), seguido dos compostos 16
(495,31 uM), 12 (485,04 uM), 15 (439,52 uM) e 5 (347,17 uM). Ja as substancias 4 e
17 apresentaram 93,26 e 41,80 UM, respectivamente, sendo estes considerados 0s
mais toxicos da série.

Todas as substancias 4-6 e 12, 15-17 sintetizadas estdo aptas para testes de
atividade leishmanicida uma vez que apresentam baixa citotoxicidade, incluindo baixa

taxa de hemdlise.

6.1 PERSPECTIVAS

Como perspectiva para este trabalho pretende-se dar continuidade dos testes
biolodgicos para verificar a eficacia destes compostos frente ao parasita. Realizando o

teste in vitro das formas promastigotas e amastigotas do parasita, para entao obter o
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ICs0, concentracao da droga capaz de inibir em 50% a proliferacdo dos parasitas, e
poder determinar o IS (indice de seletividade) das moléculas.

Em seguida, investigar o mecanismo de acao através de:

- Andlise de ultraestrutura: Microscopia de Varredura (MEV) e Microscopia de
Transmissao (MET);

- Funcéao celular:

a) analise da funcdo mitocondrial dos parasitos, através da marcacdo com
Rhodamina 123 em microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo;

b) analise da integridade de membrana plasmatica, através da marcacdo com
iodeto de propidio e calceina AM, utilizando a técnica de citometria de fluxo e
microscopia de fluorescéncia;

c) analise do efeito no material genético (fragmentacdo do DNA), através da
marcagao com TUNEL, utilizando a técnica de citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia.

Apo6s determinar as melhores moléculas realizar o teste in vivo para comprovar

sua eficacia como possivel farmaco.
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

CEMTRO UMIVERSITARIO DR.
LEAT SAMPAIC - UNILEAC W
PARECER COMIUBITANCIADO DO CEP

D&MD E 0O PROJETD DE PEBLILNEA,

THulo da Pesquicac EETUDG D3 EFEITO OE HETEROQCICLICOS 1,2, 3TRIAZOLICOE E
1.24: DEADIAFOLICOS S0BRE CELULAE RMONONUCLEARES DO SANGUE

FERIFERICO [FEKC] E HEMACIAS HURAKNAR

Fecquicador: VARDERLAN ROGUERA HOLARDE

Aree Tamértioa:

Versho: 3

CAAE: 2872606 0000 5048

Inl.:I.IIIHI:- Propaasriac INETITUTO LEAD E4MFAIT OE EMEMD UNIVEREITARI: LTCA
Patrosinador Pricelpal: Firanckemenln Friprio

D& E 0O PARECER

Miomaro do Famper 45353854

daprscantagho do Frofabs

O projelo frola sobre o oloito dos detvados de 1.23-Inhaeal @ 1,2 4-oxadlaned sobe ol do
SaMLAE parBericn MTans & S Doashies ofelon BoviErsns Cim Skt Hokgioos, oo ol el di
dirninidr o quantdade de Rrracns com ol olencal Bskon fo iralamenis de el ol Mamanas ou
@l rreema corfglas anda na fase de axporineniagdo pré-dinica Denine a5 poss b dades do iesies
In v, @ avalagin do ofielin de candidains & Rrmacos om amesinas humanes, formeos infomacioes
U S& SO oo tesies oinods, posslbiliands vocor de mandn ek fdedgea o pedl
osdcnitg oo dessas sabshiinc ks

Oibjesvio da Facquica:

gt Primidnio:

domliar o aldin dos dervades de 1.2, 3-Iniaeal & 1,2 4-oeadann sobre ol o Sangue parisnos
hdirnang Obpeive: Seoinddn

Darberminar O peroe il b el B dos derhvadoes de 1,2 Z-riaen e 12 d=mad ol em hemacias de
fondiiccs A B, AR & O o eloio sobre FPERWC humanis

Avalaghs doc Alescs & Sansfiokoc:
5 risons nokac Dnadis o oolei 00 SangUs Vanosd Sa

Codammge:  d buwis Losos Loks Sessn v

Oalra: Sleraks COP: i -871
ur: cCic Bunlephs:  SUATCHD DO RCETE

Tabwlona: [IETET-TERY P i -1 000 Cormallz o o 6 it 2 0 RO e B Ei e

122



123

CENTRO UNMIVERSITARIO DR.
LEAD SAMPAID - UNILEAC

Crroringia 30 Haenor 4. 13005

] coomBrela de dor na looal da punciicg
o] Pormacdo de bl oma;
o] i

Beralicios:
Lo = ey o = e e ey el o g S e A L R

] denificagdo do grupa sangu ined;

Mmool Eom ke W R

bl oonirbugo par o eluoidacds oo eleio de cardidalos o Rirmecos oonina o leshimankoss sobne
oS desangus

Comantarioc o Concldaragdst cobrs 3 Pacqulcs:

£ pesquisa apresenil-ne oo di grande imporidncla no Smibvio des eshudos Doguimioos @
farmacol s, Com o awancd da oinci & poasie deseraolvier DS DOMODGIng QU POss s
polendal para combater &5 Leishrmanoaes o donine des pele-ae oiar holerocidos & confeddos,
OO O Ceidllante o inandis

Conclderagdes cobre of Termos ds aprecantapto obrigedora:
O pESU Saain SpreReTrio

- Froaio na o orlaforma Brasil;
. Fole de rosto e damrenbe assinada;

nainamenin pans ool dos dados;

. Terma de Consenmenio Livie Esclarecido
. Tema de Consentimenin Fis - Estlanedido
. Projiein dieta hadn em Ff;

. Cronograma de Exeoud;

. Caria de Anunaa.

Fapomendapdar:
Femomenda-so gue apds o realmedo do projeio soja enyiadn parm oo CEP o nelaldno final da
[ Sl Sl

Conelusdsc ou Penddnolsc s Licts de inacaquapiss:
Todas a5 pendnoas fonam sanadas & cloidadas

Conelderagdec Finalc a oribrio do CEP:

Codarece: & bowis Lesse Lok Beees, ain

Oalmra: Sisraka CO*: 10§00

ur: ci Wunbdpha:  JUaIL ARG B RECRTE

Tadwhona: (BEEH D183 Faa-  jEEER DA -1033 Comnalls el 5 A oD AR AR Il § C b

Polgrn 07 sl 20



CEMNTRO UNIVERSITARIO DR.
LEAD SAMFAID - UNILEAC

Cororandha 4o Saeear 4.3550H

g

Ecis parscar fol alaborado bacsade nos dooumandor abals refaolonadon:

Po DCUme NG F IO S) s ] LT g EOTERE
] g e E_INFOREALOES_BRaChE_ 0 P T 200 ==l ]
sk
o FTORCT FOLIE DL T s, [ 1L

] = TS (VAT ERLT ==l ]
Brochura 1mIz3a HOGLEIRL
NaseEiaalor HOLARDS
TLE T ToIiG o = TS (VAT ERLT ==l ]
PE sl il ) 1mIz15 HOGLEIRL
Lot Moot va dhe [HCLARDS
i
o i | L 71 % I PP B S ==l ]
152302 HOGLEIRL
HOLANDA
=g i 193 ] ica PR LS L R P B S ==l ]
1618 HOGLEIRL
JHCL ANV
o i = PRSP I [0 B S W ==l ]
3 e 1] MOGLEIRLG
JHOLANDA
o i L | PRSI I P B S W ==l ]
Z0:11:35 HOGLEIRL
HOLANDA
T L | PRSI I P B S W ==l ]
Foooscll  NOGLEIRA
[HCILARDS
Attuagto do Parsoar:
Apra i
Mapscsis Apreclapio da COMER:
5]

JUAZERD 0O HORTE. D6 di Dububvn e A0E0

ALHRads por:
JO3E LEAMORD DE ALMEIDA HETD
(Coordanadonajl
Cndamge:  é. bwis Lescs Lecs Sesoen, din
Linlra: Siraka COP: gaivii-E?i
Ur: cCk BMunkiply: JAATE AT D0 hiCRTE
Tabslana: (RRETLE-TEL) Faa  EEEE O -1 033 Crmalls oo ol 53 643 6O YRR e | Ei i

124



	CUNHA, F. S.; NOGUEIRA, J. M. R.; AGUIAR, A. P. Synthesis and Antibacterial Evaluationof 3,5-Diaryl-1,2,4-oxadiazole Derivatives. J. Braz. Chem. Soc. Vol.29, Nº 11, São Paulo, Nov, 2018.
	THAKUR, K.; KHARE, N. K. Synthesis of glycoconjugate mimics by ‘click chemistry’. Carbohydrate Research.2019, vol. 484, 10775.
	ZHANG, H-Z.; ZHAO, Z-L.; ZHOU, C-H. Recent advance in oxazole-based medicinal chemistry. Eur J Med Chem. 2018, 144, 444-492.

