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RESUMO

SANTOS, Fabricio Augusto dos. Sintese de alquiltriazéis como potenciais
agentes antiplasmodiais. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

Dentre as doencgas infecciosas tropicais, a malaria representa um dos maiores
problemas de saude humana, tendo sido responsavel por 249 milhdes de casos e
608 mil mortes em 2022. A ocorréncia de resisténcia a medicamentos antimalaricos
disponiveis e o status de doenga negligenciada, justifica a necessidade de busca de
novos agentes contra a malaria. O Plasmodium sp, agente etiolégico da malaria, em
seu ciclo de vida biologico, digere a hemoglobina das hemacias, liberando o grupo
heme, toxico ao parasita. Um mecanismo de sobrevivéncia do parasito € a
conversdo do heme, toxico ao parasita, em hemozoina, seu polimero
supramolecular, insoluvel. Dessa forma, substancias que interagem fortemente com
o grupo heme, desfavorecendo a formagdo da hemozoina, sdo potenciais agentes
antiplasmodiais. Em trabalhos prévios, foi identificada a atividade antiplasmodial de
3-alquilpiridinas que apresentaram alta afinidade pelo heme, em ensaios de titulagéo
UV-vis. Essa evidéncia permitiu atribuir o mecanismo antiplasmodial a inibicdo de
formagado de hemozoina. No presente trabalho, na busca por compostos com menor
citotoxicidade relativa que as 3-alquilpiridinas, que mantivessem o modo de
interagcdo com o heme, foi construida uma série de homdlogos, considerando-se a
substituicdo bioisostérica do grupo piridinio pelo grupo triazol. A sintese dos
derivados triazélicos envolveu a reagao click alcino-azida. A formagao de complexos
estavel alquiltriazol-heme foi verificada por espectrometria de massas (EM-ESI). Nos
espectros de massas de solugdes contendo heme e um alquiltriazol (ligante), para a
maioria dos ligantes avaliados, observou-se pico referente ao complexo 1:1 heme-
ligante. Em nenhum dos casos, foram observados picos de m/z referentes ao
complexo de estequiometria 2:1. As constantes de dissociagcéo (K,) da interagao
heme-ligante foram determinadas por titulagdo UV-vis. Foram encontrados valores
de K, entre 3,9351£2,164 e 0,783+0,385 pmol/L, que indicam que esses compostos
se associam com alta afinidade com o grupo heme. Com base nos resultados
obtidos, conclui-se que componentes da série de alquiltriazéis avaliada sao
promissores agentes antiplasmodiais. Esses compostos foram encaminhados para
avaliacao de atividade citotoxica frente a Plasmodium falciparum e células humanas.

Palavras-chave: malaria, antimalaricos, antiplasmodial, triazois, reacao click,

titulagdo UV-Vis, heme, hematina.



ABSTRACT

SANTOS, Fabricio Augusto dos. Synthesis of alkyltriazoles as
potential antiplasmodial agents. 83 p. Dissertation (Master’'s Degree in

Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

Among the tropical infectious diseases, malaria represents one of the
biggest human health problems, having been responsible for 249 million cases
and 608 thousand deaths in 2022. The ocurrence of resistance to available
antimalarial drugs and the status of neglected disease, justify the necessity of
new agents against malaria. The Plasmodium sp, etiological agent of malaria, in
your biological cycle, digests the hemoglobin from red blood cells, resulting in
the release of the heme group. This heme group is toxic to the parasite, leading
to the survival mechanism of converting it into hemozoin, an insoluble
supramolecular polymer. Therefore, substances that strongly interact with the
heme group, disfavoring the formation of hemozoin, have the potencial to be
antiplasmodial agents. Previous works have identified antiplasmodial activity of
3-alkylpiridines which demonstrated high affinity with the heme group in UV-Vis
titration assays. This evidence allows the antiplasmodial mechanism can be
attributed to the inhibition of hemozoin formation. In this work, the search of new
compounds exhibiting lower relative cytotoxicity than 3-alkylpiridines mantaining
mode of interaction with heme, a series of homologous were proposed,
considering the bioisosteric substituition of pyridinium group by triazole group.
The synthesis of triazoles derivatives involved the click reaction with alkyne-
azide. The stable complex formation were confirmed through mass
spectrometry (MS-ESI). The mass spectrum containing an solution of heme and
alkyltriazole (ligand), for the most ligands evaluated, observed a peak referent
to 1:1 heme-ligand complex, with no observations of the 2:1 complex. The
dissociation constant (K,) of the heme-ligand interaction was determined
through UV-Vis titration. Were found K, values between 3,935+2,164 and
0,783+0,385 umol/L, which suggest a high affinity between these compounds
and the heme group. Based on the results obtained, it is concluded that the
components of the alkyltriazole series evaluated are promising antipasmodial
agents. This compounds were sent for evaluation of cytotoxic activity against
Plasmodium falciparum and human cells.

Keywords: malaria, antimalarials, antiplasmodial, triazoles, click reaction, UV-

Vis titration, heme, hematin.
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1 INTRODUCAO

1.2 MALARIA E SEUS ASPECTOS GERAIS.

A malaria € uma doenca que apresenta risco de morte da qual tem-se
relatos desde 2700 a. C. na China (COX et al., 2010). Sua ocorréncia também
ja foi relacionada a relatos histéricos como papiros egipcios e esculturas
ancestrais indianas indicando-se assim a sua existéncia a 3000 anos atras.
Nos mais recentes dados relatados pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), no ano de 2022, o numero de casos estimados ao redor do planeta foi
de 249 milhdes e 608.000 mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).

A transmissdo da malaria ocorre principalmente na regiao tropical do
planeta. A Figura 1 apresenta um mapa com a ocorréncia da transmissao da
doencga nos paises, sendo a regido mais afetada, a Africa subsaariana, com
93,6% dos casos mundiais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).

Figura 1: Mapa mundial da ocorréncia de transmissao da malaria

I Triensmissan di madirea rdo Conhacadasan ocomingi
Cgornincia da ronsmesssd @im algumas egebes
I Qoormincia da malars em loda regido

Fonte: Precision Vaccinations, 2023. Ultimo acesso em 2024
https://www.precisionvaccinations.com/2023/11/30/who-malaria-report-2023-spotlights-two-
vaccines

No Brasil, a malaria também & ocorrente, com 131.224 casos e 62 6bitos
no ano de 2022. Em 2023, os casos registrados preliminarmente no primeiro
semestre pelo Ministério da Saude foram de 61.975 (BRASIL, 2024)
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Historicamente, na regido amazdnica encontra-se o maior risco de transmissao,

em comparagao as outras regides do pais (Figura 2).

Figura 2: Mapa brasileiro do risco de transmissao

Classificagdo de Risco - IPA 2022
[ | Sem transmissdo
[ | Muito baixo risco

| Baixo risco e

B Médio risco

I Alto risco = !
1] 500 1.000 km
L

Classificacdo da Incidéncia Parasitaria Anual (IPA): Sem transmissdo - 0 casos autdctones; Muito baixo risco -
IPA <1 caso/1.000 habitantes; Baixo risco - IPA <10 casos/1.000 habitantes; Médio risco - IPA <50 casos/1.000
habitantes; Alto risco - IPA =50 casos/1.000 habitantes.

Fonte: Ministério da Saude, 2022. https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-
z/m/malaria/situacao-epidemiologica-da-malaria/mapa-de-risco/.

Os sintomas da doenga podem ser leves (febre, dor de cabecga e
calafrios) ou severos (cansago extremo, baixa capacidade respiratoéria,
convulsdes, sangue na urina, ictericia entre outros). Dado o diagnostico
positivo, recomenda-se a busca de orientagcdo médica, ja que o tratamento
prévio pode evitar que sintomas se tornem severos, ameacando a saude
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).

A malaria € uma doenca infecciosa causada cinco espécies diferentes

de protozoarios do género Plasmodium: P. ovale, P. malariae, P. knowlesi, P.

14


https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/m/malaria/situacao-epidemiologica-da-malaria/mapa-de-risco/mapa-de-risco-por-municipio-de-infeccao-brasil-2022/view
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/m/malaria/situacao-epidemiologica-da-malaria/mapa-de-risco/mapa-de-risco-por-municipio-de-infeccao-brasil-2022/view

vivax e P. falciparum, essa ultima sendo a espécie que provoca a forma de
malaria mais grave (PHILLIPS et al., 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2023).

O P. vivax apesar de nao ser o mais letal, causa preocupagdes devido a
sua alta quantidade de casos no sudeste asiatico e na América Central e do
Sul. Essa prevaléncia é relacionada a capacidade do P. vivax de sobrevivéncia
em temperaturas abaixo das registradas na Africa subsaariana (PHILLIPS et
al., 2017).

Os grupos de riscos para Malaria definidos pela OMS sao gestantes,
criangas abaixo de 5 anos (que sao cerca de 80% das mortes causadas pela
malaria), imigrantes de regides de baixa ocorréncia e portadores de HIV
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).

1.3 CICLO BIOLOGICO DA MALARIA

A transmisséo do plasmodio para o hospedeiro humano ocorre por meio
da picada de mosquitos Anopheles fémeas, inicialmente liberando esporozoitos
na circulagdo sanguinea humana (MITCHELL et al., 2015).

Os esporozoitos, ao acessarem os hepatocitos, iniciam um processo de
replicacdo e divisdo celular liberando merozoitos que retornam ao sistema
circulatério. Os merozoitos invadem as hemacias, iniciando o estagio de
reproducido assexuada e a fase sintomatica se inicia. Durante esta fase, ocorre
a replicagao e liberacdo de mais merozoitos, que podem invadir mais hemacias
ou se diferenciar sexualmente em gametécitos machos e fémeas, que ficam
livres novamente na circulacdo humana (BAKER, 2010; PHILLIPS et al., 2017).

Gametocitos quando formados e liberados na circulagdo podem ser
captados novamente pelas anofelinas fémeas a partir da picada em humanos.
No intestino do mosquito, os gametocitos machos produzem oito microgametas
flagelados, ja os gametdcitos fémeas, amadurecem para um macrogameta.
Quando o microgameta macho fecunda o macrogameta fémea, forma um
zigoto, seguido da formacgéo de um oocineto (mével) (PHILLIPS et al., 2017).

O oocineto, ao sair do intestino do mosquito, assume a forma de oocisto,

que passa por ciclos de replicagbes produzindo e liberando esporozoitos, ao
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final se acumulam nas glandulas salivares do mosquito (PHILLIPS et al., 2017).
Dessa forma, se reinicia o ciclo biolégico a partir da picada em um ser humano.
A Figura 3 apresenta um esquema do ciclo biolégico do parasita a partir da

picada inicial do mosquito anofelino.

Figura 3: Ciclo biolégico do plasmddio no organismo humano.

i T
._-'/

Zigoto - Gametocitos — Gam etocitos

Esporozoitos
nas glandulas
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F'S

Fonte: SANTOS, V. Mundo Educacéo. Disponivel em:

https://mundoeducacao.uol.com.br/doencas/malaria.htm. Ultimo acesso em 20/05/2024

1.3 PROFILAXIA DA MALARIA

A OMS define dois principais métodos para a prevencédo da doenca,
sendo eles: o controle vetorial, evitando a picada dos mosquitos por meio de
telas protetoras em camas com inseticidas e a utilizagdo de repelentes no
geral, e a quimioprofilaxia que se baseia na utilizagdo prévia de farmacos
antimalaricos, para que o corpo mantenha altas concentragdes deles, utilizados
principalmente para grupos de riscos e periodos de aumento no numero de
transmissdes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019; PLOWE, 2022).

Em relagao ao tratamento da malaria, as recomendagdes da OMS séo a
seguintes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015):

e Nos casos de malaria causada por P. knowlesi, P. malariae, P.

ovale e P. vivax (em regides que nao se tenha a comprovagao de
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resisténcia dessa espécie) recomenda-se cloroquina para o0s
infectados, devido ao seu baixo custo e a seguranga que o
farmaco traz. Para regides onde tem-se o conhecimento de
resisténcia a cloroquina, o tratamento do P. vivax se torna a
utilizacdo de ACT’s (Artemisinin-based Combination Therapy ou
Terapias combinadas de derivados de artemisinina), que se
baseia na utilizacdo de farmacos combinados para o tratamento
da doencga, sendo um deles, derivado de artemisinina, o outro,
derivado de quinina;

Para casos de P. falciparum a recomendacao € a utilizagao de
ACT’s, e os farmacos utilizados no tratamento podem ser
diferentes dependendo em qual grupo de risco o paciente esta
identificado;

Importante ressaltar que as terapias anteriores sdo para casos
leves, para casos severos da malaria, ha a utilizagcdo do
artesunato intravenoso seguido do tratamento com as

combinagdes os derivados de artemisinina (administrado via oral).

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda tratamentos baseados na

espécie do parasito, idade e peso. Para casos de malaria provocada por

Plasmodium diferentes do P. falciparum, a recomendacao € o uso de cloroquina

ou primaquina. Para casos de infecgbes por P. falciparum, combinacdes de

artemeter com lumefantrina ou artesunato com mefloquina (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

A Figura 4 apresenta a estrutura dos farmacos utilizados nas terapias

citadas e suas classes quimicas.

Figura 4: Estruturas moleculares de farmacos utilizados no tratamento da

malaria e classificacdo quimica utilizada
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1.4 PROBLEMAS DA MALARIA NO CONTEXTO
CONTEMPORANEO: RESISTENCIAS E O NEGLIGENCIAMENTO

Ainda que os estudos sobre a malaria tiveram grandes avangos,
questdes emergentes ainda surgem nesse contexto contemporaneo. N&o
apenas o alto numero anual de casos e mortes € um problema, mas também o
aparecimento de cepas resistentes as ACT’s, como exemplo em 2014, que foi
relatada a presenca de cepas do P. falciparum resistentes a agcao das ACT’s no
sudeste asiatico. Em 2022, também foi identificada a existéncia de parasitas

plasmodiais na mesma regido que possuem resisténcias a tratamentos
18



relacionados a derivados de artemisinina, demonstrando o quao relevante é a
preocupacao frente a malaria (ASHLEY et al., 2014, RAHMASARI et al., 2022).

Outro fator preocupante sdo os relatos de resisténcia cruzada. Nesta
condigdo, o plasmodio se torna resistente a diferentes modos de acédo dos
farmacos (formacéao de radicais livres e inibicdo da formagao da hemozoina). O
que leva a inutilizacdo das terapias atuais e obsoletas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2010; PHILLIPS, et al., 2017).

Além destes problemas, a malaria, uma doenga com uma maior
prevaléncia nas regides tropicais e que apresenta um mosquito como o meio
de transmisséo, ela se encaixa como uma doencga negligenciada (SAVIANO, et
al., 2019).

Doengas negligenciadas sao aquelas envolvendo nao somente as
caracteristicas previamente citadas, mas também que a alta prevaléncia
dessas doengas em regides de baixo poderio econdmico, no qual pouco
atraem os olhares da comunidade internacional, atrapalhando o
desenvolvimento social e econdmico desses paises e impossibilitando a
qualidade de vida esperada para um ser humano (MOLYNEUX, 2013).

A geopolitica das doengas negligenciadas possui grande importancia ja
que os paises com dificuldades em erradicacao das doencas sao os paises
historicamente colonizados (EGAN et al., 2002).

Novas entidades quimicas com propriedades que exibam atividade
antiplasmodial poderiam diminuir a ameaga de uma resisténcia cruzada,

contribuindo para diminuir uma futura crise sanitaria envolvendo essa doenga.

1.4 MECANISMOS DE ACAO DE ANTIMALARICOS

Ao infectar as hemacias, os merozoitos digerem a por¢ao proteica
hemoglobina, como forma de nutricdo. Esse processo, gera grande quantidade
de heme livres advindos das hemoglobinas. Esta substancia, por sua vez, inibe
processos enzimaticos e causa danos oxidativos ao parasito, sendo assim,
téxico para ele (WUNDERLICH; ROHRBACH; DALTON, 2012).

Para a detoxificagao e continuagéo de seu ciclo biolégico, o Plasmodium

promove a polimerizagdo supramolecular do grupo heme, formando
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hemozoina, insoluvel e atdoxica ao parasito (Figura 5) (WUNDERLICH;
ROHRBACH; DALTON, 2012; EGAN et al., 2002).

Figura 5: Representagao estrutural da hemozoina.

hemozoina

Fonte: Préprio autor, 2024.

O mecanismo de agao das quinolinas antimalaricas e da lumefantrina
envolve a associacdo com o heme livre. Como consequéncia dessa interacgao,
impede-se a formacdo da hemozoina e mantém-se o ambiente toxico para o
parasito (PHILLIPS et al., 2017; WUNDERLICH; ROHRBACH; DALTON, 2012).

A artemisinina e seus derivados apresentam um mecanismo de agao
distinto. Ao entrar em contato com o grupo heme livre do parasito, esses
compostos sdo ativados, gerando radicais que reagem rapidamente com
proteinas e membranas parasitarias. Essa agcdo causa dano oxidativo as
fungdes do Plasmodium, levando a sua morte (PHILLIPS et al., 2017; TILLEY
et al., 2016).

Para o desenvolvimento de novos farmacos contra malaria, estratégias
como isolamento/modificagado de produtos naturais, triagem virtual e o desenho

de novas estruturas, sdo exemplos para a formulagao de propostas para novas
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moléculas que tenham a atividade antiplasmodial (SIQUEIRA-NETO et al.,
2023; TSE; KORSIK; TODD, 2019).

1.5 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL DE COMPOSTOS COM
POTENCIAL ANTIPLASMODIAL

Em trabalhos anteriores, identificou-se a atividade de 3-alquilpiridinas
frente a cepa W2 do P. falciparum (resistente a cloroquina). Essas substancias
ativas se associam favoravelmente ao grupo heme, formando complexos de
estequiometria 2:1 e 1:1 heme-ligante, de forma que atividade antiplasmodial
foi relacionada a capacidade das substancias em inibir a formacdo de
hemozoina. A associacdo das 3-alquilpiridinas como heme foi verificada por
espectrometria de massas (EM-ESI), titulacdo UV-vis e corroborada por
estudos teodricos de interagdo aplicando a Teoria do Funcional de Densidade
(DFT) (RIBEIRO-VIANA et al., 2016). Na Figura 6, apresenta-se as estruturas
dos analogos mais ativos e os respectivos valores de ICs, obtidos nos ensaios

de atividade antiplasmodial.

Figura 6: 3-Alquilpiridinas e atividades antiplamodial.

Atividade antiplasmodial
cepa W2 do P. falciparum
(resistente a cloroquina)

XX o/\(\/)/\N3 ICs0: 4.33 £ 0.87 ymol/L
| _ 10
N
(0] J<
AN O/\(\/):()\NJJ\O |C50: <4,76 |Jm0|/|_
| H
N

Fonte: RIBEIRO-VIANA et al., 2016

No presente trabalho, na busca por compostos com menor citotoxicidade
que as 3-alquilpiridinas (GUIMARAES, D., et al, 2019), propde-se uma série de
homodlogos, considerando-se a substituicao bioisostérica do grupo piridino pelo
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grupo triazol (1H-1,2,3-triazol). A polaridade, a rigidez e o perfil de interagéo
como aceptor de ligacdo de hidrogénio, a maior estabilidade em condi¢des
oxidantes e redutoras tornam o grupo triazol uma importante alternativa para o
aumento da quimioteca de heterociclos (BOZOROV; ZHAO; AISA, 2019).

No sentido de preservar a capacidade de associagdo ao heme, pelo
modo de interacdo 2:1 heme-ligante, os alquiltriazéis planejados, compdem
séries homodlogas com cadeias alquilicas relativamente longas (6, 8 ou 10
carbonos), ligadas terminalmente a um grupo nucleofilico (OH, N;, NH,),
passivel de interacdo com o ion ferro presente no heme. De modo a avaliar a
influéncia da natureza de substituintes na posicdo 4 do nucleo triazdlico,
propds-se uma série com substituinte fenila e outra com o substituinte alquilico,

isoamila (Figura 7).

Figura 7: Planejamento de alquiltriazois baseados na estrutura de 3-

alquilpiridinas.

grupo
nucleofilico

=~

1 3-Alquilpiridinas
i n=4,60u8

RT X Alquiltriazois 4 X = OH, N3 ou NH;
n R = Ph ou iAm

Fonte: Préprio autor, 2024.

A formacdo de complexos alquiltriazol-heme foi avaliada por
espectrometria de massas (EM-ESI de solugbes contendo heme e o
alquiltriazol). Determinou-se as constantes de dissociagdo (K,) da interagéo
heme-ligante a partir das curvas de titulagdo UV-vis dos compostos sobre
solugdo de heme. Os ensaios de atividades antiplasmodias frente a P.
falciparum, bem como, a determinacgao dos indices de seletividade citotoxica,
serao realizados, em colaboragéo, pelo grupo do Prof. Fernando Varotti, da
UFSJ.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

- Sintetizar e avaliar o potencial de uma série de 1H-1,2,3-triaz6is quanto
ao seu potencial em inibir a formacdo de hemozoina e quanto a atividade

antiplasmodial frente ao Plasmodium falciparum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Sintetizar e caracterizar estruturalmente derivados 1H-1,2,3-triazéis
analogas a 3-alquilpiridinas;

— Determinar a constante de dissociagao e a estequiometria da interagao
dos compostos com grupo heme por titulagao UV-vis;

— Avaliar a atividade antiplasmodial (frente ao P. falciparum) e determinar
o indice de seletividade citotoxica em relagdo a células humanas (WI-26-VA4)

dos derivados heterociclicos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 SINTESES E PROPOSTAS DE MECANISMOS

Os compostos propostos no presente trabalho, como potenciais agentes
antiplasmodiais, constituem duas séries homologas (Série 1, R = fenil = Ph;
Série 2, R = isoamil = iAm) de alquil-1H-1,2,3-triaz6is contendo um grupo
nucleofilico (Z = OH e N;) na posi¢cdo terminal da cadeia alquilica, de acordo
com o Esquema 1. De acordo com a série homodloga apresentada no Esquema
2, propds-se a construgcdo do nucleo triazélico pelo emprego de cicloadigao
alcino-azida (etapa b) (KADAR et al., 2011). A hidroxila na posic&o terminal da
cadeia alquilica dos derivados triazdlicos sera substituida pela funcdo azida
(RAO; KHAN, 2015; RUSSELL et al., 2016; SHINDE et al., 2018).

Esquema 1: Triazois planejados.

N=n Série 1 Série 2
R R=Ph R = isoamil = iAm
R/&NWZ Z = OH ou Ns Z=0HeNj
. n==6,8ou10 n=6,8ou 10
Série 1 Série 2
Ph iAm
Z OH N, OH N,
6 1a,,s 1bns 2a,.s 2bns
n 8 1 Ang 1 bn8 2an8 2bn8
10 1am10 1b.1o 2a, 2b,

Esquema 2: Rota sintética para obtencao dos triazéis.

N:N N:N
HOy ,OH a N OH b c
% 3% R’—Q\/l‘\leH R’—Q\/I{IHN:;
n n

n=6,80ou10 3 1aR=Ph 1bR=Ph
n=6,8o0u10 2aR=iAm 2b R =iAm
n=6,8o0u10 n=6,80u10

Condig6es reacionais:
a) 1. HBr 48%; 2. NaN3/DMSO b) RC CH/Cu(l) c) 1. MsCI/EN; 2. NaN3/DMSO
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Dessa forma, foram preparados os precursores alquil-azidas (3),
representados no Esquema 3, a partir de didis homodlogos: 1,6-hexanodiol; 1,8-
octanodiol e 1,10-decanodiol. Os didis formados primeiramente convertidos nos
derivados alquilboromo, pelo tratamento com HBr em tolueno (SOUSA, 2021).
Subsequentemente, foram submetidos a reagcdes com azida de sbédio em
DMSO (SOUSA, 2021), no qual forneceram os derivados 3., 3ns, 3.0 COM

rendimentos de 52%, 62% e 33%, respectivamente.

Esquema 3: Preparacao de alquil-azidas (3) a partir dos diodis correspondente

(entre paréntese, rendimentos reacionais, em duas etapas)

HO. LOH 1. HBr48%/tolueno/110 °C ~ {o_ | N,

$%; 2. NaN3/DMSOlt.a. *ﬁ‘
1,6-hexanodiol n=6 36 N =6 (52%)
1,8-octanodiol n=8 3,8 N =8 (62%)
1,10-decanodiol n =1

0 3,10 N = 10 (33%)

As alquil-azidas (3) foram submetidas a reacéo com o etinilbenzeno, em
presenca de CuCl (KADAR et al., 2011), fornecendo os derivados triazélicos da
Série 1 (grupo 1a) com rendimentos de 43% a 63%. Para a obtencdo dos
compostos da Série 2 (grupo 2a) empregou-se o alcino 5-metil-1-hexino e
CuSO,, acido ascoérbico e NaHCO, (KADAR et al., 2011), obtendo-se os

respectivos produtos com rendimento 43% a 69% (Esquema 4).

Esquema 4: Preparacéo de triazois (1a e 2a) a partir das alquil-azidas e alcinos
correspondentes (KADAR et al., 2011).

N= Série 1
N3 OH N
hxeA - R—&,{,VOH lage R=Ph n=6 (43%)
3.6 N=6 Reagentes n la,g R=Ph n=8 (69%)
_ Série 1 1a R=Ph n=10 (56%
3ng N=8 etinilbenzeno/CuCl mo (56%)
3n10 n=10
Série 2 Série 2
6-metilex-1-ino/CuSQy/acido 2a,6 R=iAm n=6 (63%)
ascorbico/NaHCGO; 2a,3 R=iAm n=8 (59%)

2a,10 R=iAm n =10 (43%)
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A reacao de formacdo do triazol, envolvendo processo de cicloadicido
1,3-dipolar de alcinos terminais e azidas foi descrita por Huisgen, em 1963
(HUISGEN, 1963). Mesmo util, o procedimento desenvolvido por Huisgen
mostrava-se pouco regiosseletivo (Figura 8) e empregava altas temperaturas
para a condensagao dos reagentes (FANTONI; EL-SAGHEER; BROWN, 2021).
Em 2002, com a introdugdo de Cu(l) como catalisador (TORNQE;
CHRISTENSEN; MELDAL, 2002), impulsionou-se significativamente o uso
dessa a reacdo. A eficiéncia catalitica eliminou a necessidade de condigbes
extremas, tornando a sintese regiosseletiva para o triazol 1,4-dissubstituido e
ambientalmente favoravel (FANTONI; EL-SAGHEER; BROWN, 2021; BOCK;
HIEMSTRA; VAN MAARSEVEEN, 2006). Desde entao, o termo click é utilizado

para denominar as cicloadi¢des alcino-azida envolvendo o Cu(l).

Figura 8: Triazois formados pelo acoplamento alcino-azida de Huisgen
(FANTONI; EL-SAGHEER; BROWN, 2021).

N.-
N N-N
NN o -
— R+ 'R-Nj R-N_|_ + RN%
R" "R

1,4-dissubstituido 1,5-dissubstituido

Fonte: Préprio autor, 2024.

As fontes mais utilizadas de Cu(l) sdo CuSO, (na presenca de um
agente redutor) e haletos de cobre, como CuCl, CuBr e Cul. Relata-se como
vantagens da utilizacdo de CuSO,, na presenca de ascorbato de sddio, a
facilidade da ativagdo do Cu(l) e a pureza apresentada pelo composto idnico.
Por outro lado, para os haletos de Cu(l), indica-se como vantagem a maior
velocidade nas reagdes (MELDAL; TORNGE, 2008).
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O mecanismo proposto para a reagao click alcino-azida, em presenca de
Cu(l) (Esquema 5), ocorre a partir da formagao de um complexo 1T entre Cu ()
e o alcino (A). Com a formagao do complexo, o pKa do grupo alcino é reduzido
em aproximadamente 10 unidades, o que favorece a desprotonacdo e a
consequente formacgao do produto de adigdo, que apresenta o carbono terminal
do alcino ligado ao cobre (B). A partir disso, ocorre a coordenagéo do cobre
com o grupo funcional azida (C), resultando na formagao de um ciclo de seis
atomos (D). Por fim, ocorre uma contragdo do anel (E), seguida de uma
protélise, que fornece o triazol (F). (FANTONI; EL-SAGHEER; BROWN, 2021;
LIANG; ASTRUC, 2011; WORRELL; MALIK; FOKIN, 2013).

Esquema 5: Proposta de mecanismo de catalise do Cu(l) na reacéo click

alcino-azida.

R HJ/ T
b}
H+

Gl

=
L
¥
ZC-E}
5
'/E’

N/: Yooy T Ml
R/:‘,\{i:Cui R——=

Fonte: Adaptado de WORRELL; MALIK; FOKIN, 2013.

Para a sintese dos triazois da Série 1 observou-se que, tanto o emprego
do CuCl, quanto da mistura de acido ascorbico/NaHCO, e CuSO, produziam
bons resultados, contudo, o mesmo nao foi observado para a sintese dos
compostos da Série 2a. Nas reagbes em que se empregou o CuCl, ndo se
observou o consumo completo do material de partida durante longos tempos
reacionais. Dessa forma, para obtengcdo da série 2a, empregou-se a

metodologia descrita por KADAR et al., 2011, para sintese de triazéis, em que
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CuSO, foi empregado como fonte de Cu(l), em presenca de acido ascorbico e
NaHCO,; No meio reacional, ocorre a redugédo de Cu(ll) em Cu(l) a partir da
oxidacdo do ion ascorbato, que por sua vez se converte no radical ascorbato
(ABDELHAMEED et al., 2023). No Esquema 6 é demonstrado uma proposi¢cao

do mecanismo de redugéo do Cu (Il) pelo do ascorbato.

Esquema 6: Mecanismo proposto para a redugéo de Cu(ll) a Cu(l) por

reagdo com ascorbato.

HO O OT/\\ cu(ll) HO

: O
25 SN G s G
o)
) Y OH - 9] . OH
OH \ OH

ascorbato Cu(l) radical ascorbato

Fonte: Préprio autor, 2024.

Os derivados triazolicos, grupos 1a e 2a, foram caracterizados por RMN
de 'H e de ™C. De modo representativo para cada série de analogos, as
atribuicbes dos sinais de RMN de 'H e "*C de 1a,; e 2a,,, necessarias para a
caracterizagao estrutural dos compostos, seguem descritas a seguir.

No espectro de RMN de 'H de 1a,, 0s sinais de hidrogénios aromaticos
em 0 7,86-7,33 (dupleto em & 7,86 referente aos hidrogénios orto, tripleto em &
7,45 referente aos hidrogénios meta e tripleto em & 7,35 referente ao
hidrogénio em para) caracterizam a presencga do grupo fenila, sendo o simpleto
em O 7,78 referente ao hidrogénio do nucleo triazdlico. Os tripletos em 6 4,42 e
0 3,66 foram atribuidos aos hidrogénios dos metilenos ligados ao nitrogénio do
grupo triazol e a hidroxila, respectivamente.

Para o composto 1a,, os quintetos em & 1,96 e em & 1,60 foram
atribuidos aos metilenos em posicdo beta ao anel triazolico e a hidroxila,
respectivamente. Por fim, o multipleto entre & 1,49-1,38 representa os
hidrogénios dos dois metilenos restantes. Por fim, a banda larga em & 1,78 é

referente ao hidrogénio da hidroxila (Figura 9).
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Figura 9: RMN de 'H do composto 1a,s (CDCI;, 400 MHz).

—7.38
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Os dados de RMN de 'H para 1a, disponiveis na literatura foram obtidos
em metanol-d, em um equipamento de 200 MHz (OLIVEIRA et al., 2022),
inviabilizando uma comparacgao direta dos valores de deslocamento quimico.
Os demais derivados do grupo 1a, ndo foram previamente descritos.

No espectro de RMN de "™C do 1a., representado na Figura 10, a
caracterizagao do nucleo triazélico foi associada aos sinais de & 147,76 e &
119,53. Atribuiu-se os sinais de ® 130,64 a & 125,69 aos carbonos do anel
benzénico. O carbono ligado a hidroxila foi associado ao sinal de & 62,49 e o
carbono ligado ao nucleo triazdlico, & 50,28. Por fim, os metilenos restantes da

cadeia foram associados aos sinais de 6 32,37 a © 25,14.

Figura 10: RMN de *C do composto 1a,s (CDCI;, 100 MHz).
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No espectro de RMN de 'H de 2a,, além dos sinais do hidrogénio
triazolico (& 7,26), representados na Figura 11, e dos sinais dos hidrogénios
metilénicos da cadeia alquilica linear, observa-se os sinais referentes ao grupo
isoamila: um duplo dupleto em & 2,73, referente aos hidrogénios do grupo
metileno ligado ao carbono triazélico; sinais referentes aos grupos metileno e
metino sobrepostos aos sinais da cadeia alquilica linear em & 1,63-1,54 e o

dupleto em & 0,96 referente as metilas.

Figura 11: Espectro de RMN de 'H do composto 2a,s(CDCl;, 400 MHz).
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No espectro de RMN de ®*C do 2a,, ilustrado na Figura 12, além dos
sinais dos carbonos referentes ao anel triazdlico e a cadeia alquilica linear,
pode se observar o sinal em 0 38,54; associado ao carbono da cadeia
isoamilica ligado no nucleo triazdlico. Os sinais em & 25,12 (carbono terciario),
0 23,61 (metileno) e & 22,40 (metilas) sao referentes aos carbonos restantes.
Figura 12: RMN de “*C do composto 2a,; (CDCIl;, 100 MHz).
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As hidroxilas terminais dos compostos dos grupos 1a e 2a foram
substituidas, em duas etapas por grupos azida, gerando os grupos 1b e 2b,
respectivamente. Os alcoois 1a/2a (exceto, 2a,,,) foram submetidos a reacao
com cloreto de mesila (MsCIl) em presengca de Et;N (RAO; KHAN, 2015). A
formacgao dos metanossulfonatos foi identificada por CCD. Os produtos foram
prontamente colocados em reagdao com NaN;, em DMSO, sem purificacao
prévia (SHINDE et al., 2018). Os derivados 1b,s, 1b.s, 1b.1, 2b.s € 2b,, foram
obtidos com rendimentos 34% a 89% (duas etapas; Esquema 7).

Esquema 7: Preparagao dos alquiltriazois 1b e 2b, a partir de 1a e 2a (entre

paréntese, rendimentos reacionais em duas etapas).
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N=N N=N
) h

R’&NWOH 1. MsCI/EtN; R,&
n

Ny N

2. NaNy/DMSO/70°C S
1aR = Ph Série 1
(n=6, 8¢ 10) by R=Ph n=6 (89%)
- 1byg R=Ph n=8 (48%)
aR =iAm _ - 0
2R 1bnio R=Ph n =10 (34%)

Série 2
2b,g R=iAm n=6 (80%)
2b,g R=iAm n=8 (37%)

A caracterizacéo dos triazois funcionalizados com grupo azida, 1b e 2b,
foi feita por RMN de 'H e de "*C. A substituicao da hidroxila pelo grupo azida foi
caracterizada pela presenca de sinais em & 3,26-3,29, referentes aos metilenos
ligados ao grupo azida, que esta de acordo com os dados os de RMN de 1b,
disponiveis na literatura (SINGH; KUMAR; BHALLA, 2018). No espectro de "C,
o sinal referente ao carbono com a fungao azida possui o deslocamento entre &
51 a 52. A Figura 13 demonstra uma breve comparagdo entre os sinais

observados para diferentes fun¢des organicas presentes na cadeia.

Figura 13: Comparacao entre os valores de deslocamento quimico de
hidrogénios metilénicos de 2a,s € de seu precursor, 1a,

RMN de H RMN de '3C

X= N3 X= N3
3,28 ppm 51-52 ppm
N=N /7 I x=on N=N /7 7] x=oH
\ \
R‘&NWX 3,66 ppm R‘&wa 62-63 ppm

1-2a,4/1-2b,¢ 1-23,4/1-2b

3.2 ESTUDOS DE INTERACAO DOS TRIAZOIS COM HEME

Empregou-se a espectrometria de Massa de Alta Resolugdo com
lonizagdo por Electrospray (EM-ESI) para identificacdo da formagdo dos
complexos entre 0 heme e 0s triazois 1a.6, 1aus, 1@n10, 2a06, 2,5 1b,s € 1b,6 (Figura
14). Por essa técnica, partindo de solugdes contendo heme e determinado

ligante é possivel observar, caso ocorra a formacdo de complexos, 0s picos
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com m/z correspondentes a massa exata do complexo heme-ligante séao

observados no espectro.

Figura 14: Triazdis avaliados quanto a interagdo com heme por EM-ESI

N=N Série 1 Série 2

’_&\ R=Ph R = isoamil = iAm
RTN N Z Z=0OHeNs Z = OH
n n==6,8ou10 n=6¢e8

Foram preparadas solugbes contendo heme e o ligante (triazois 1a.,
1a,s, 1an10, 2a,6, 22,5 1b,s € 1b,¢) Na proporcdo 6:1 em solugdo DMSO/H,0 2:3 v/v.
Frente a adigdo da solugdo para a leitura do equipamento, as massas/cargas
(m/z) de maior abundancia aparecem no espetro em forma de picos indicando
a relacdo massa/carga dos compostos presentes na solugédo. Picos de alta
abundancia relativa como 616 e 694 m/z representam, respectivamente, os
picos da massa do grupo heme e do grupo heme associado ao DMSO, a
identificacdo de ambos permitem uma seguranga na confianca do preparo de
amostras.

Picos referentes a associagdo dos compostos sintetizados com o grupo
heme aparecem em torno da soma da massa exata de ambos, portanto, picos
que representem uma relagdo massa/carga referente a massa exata do
complexo heme-ligante, permite a afirmagéo da associagéo entre o composto
sintetizado e o grupo heme. De modo a ilustrar como se procedeu a analise
dos espectros EM-ESI dessas solugbes, segue a descrigdo dos dados
relevantes do espectro da solugdo heme-1a,;, que esta apresentado na Figura
15.
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Figura 15: Espectro de massas (EM-ESI) da solugao heme-1a,¢
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No espectro EM-ESI da solucédo heme-1a,,, observou-se o pico de m/z
616,179 correspondente ao ion referente ao heme livre (cuja massa exata é
616,177 u), bem como o pico em m/z 694,192 referente a um ion do complexo
heme-DMSO (pico base). O ion do complexo entre heme e o ligante 1a,
forneceu o pico em m/z 861,329, de intensidade relativa 9,45%,
correspondente a soma das massas das duas espécies envolvidas. Dessa
forma identificou-se por EM-ESI que a associagao entre triazol 1a,se 0 heme é
favoravel, na estequiometria 1:1, de modo a se formar um complexo detectavel.
Entretanto, ndo foram observados picos referentes a complexos com outras
estequiometrias.

Da mesma forma, nos espectros EM-ESI das solucdes entre heme e os
triazois 1b.; 1b.s 2a, € 2a,; (apresentados no Apéndice B) os picos dos
complexos heme-ligante 1:1 foram observados, todos com baixa intensidade
relativa (4,06% a 9,59%). No espectro da solu¢do heme-1a,;, 0 pico observado

em m/z 889,380 tem intensidade relativa muito baixa (menor que 1%). No
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espectro da solucao heme-1a,,, ndo foi observada qualquer associacado com
heme, por EM-ESI (Tabela 1).

Tabela 1: Massas exatas calculadas (ligantes e complexos heme-ligante 1:1) e

picos observados referentes aos complexo heme-ligante 1:1

Pico observados referentes ao
Massa exata calculada .
Amostra complexo 1:1 com heme
(solug&o heme-ligante 6:1) ligante (u) complexo 1:1 m/z Intens[dade
(u) relativa
Solugdo heme-1a,¢ 245,153 861,330 861,329 9,45%
Solugdo heme-1a,s 273,184 889,361 889,380 <1%
Solugédo heme-1a, 301,215 917,392 nao observado -
Solugdo heme-1b, 270,159 886,336 886,333 4,06%
Solucdo heme-1b,; 298,191 914,368 914,374 4,28%
Solugéo heme-2a,, 264,206 855,377 855,358 6,77%
Solugéo heme-2a,, 292,238 883,408 883,393 9,56%

Ainda que esses compostos se constituam uma série homoldga, o grupo
alquilico que atua como espacgador entre o nucleo triazdlico e o grupo
nucleofilico terminal (OH, N;), ndo favoreceu o modo de associagdo heme-
ligante 2:1, como observado na série das alquilpiridinas de referéncia, mesmo
nos compostos com cadeias de 8 ou 10 carbonos. De qualquer forma, o
complexo heme-ligante 1:1 observado para a maior parte dos compostos
avaliados, nos permite especular preliminarmente, que os compostos podem
ter acao frente a inibicdo da formacao da hemozoina em cultura de plasmaédios.

Todos os compostos das Séries 1 e 2 sintetizados até o momento
(grupos 1a, 1b, 2a e 2b, exceto 2b,,,) foram avaliados em ensaio de interagcéo
com heme por titulagcdo espectroscopica no UV-vis. A técnica se baseia na
premissa de que o complexo formado entre o heme e o ligante possui
absortividade molar diferente do heme livre, portanto, a variacdo de
absorbancia indica a associagdo entre o heme e o ligante (RIBEIRO-VIANA et
al., 2016).

No espectro de UV-vis do heme livre, observa-se o A.; em 401 nm. A
técnica procede-se a partir de adigbes de pequenas quantidades de ligantes a
uma solugdo de heme, determinando-se a absorbancia em 401 nm a cada

adicao. As adigdes se sucedem até que nao se observe a variagao significativa
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de absorbancia, considerando-se que nesse ponto ocorre a saturacdo das
interagcbes com heme. A analise por regressao nao-linear da relagdo entre
concentragdo de ligante adicionado (eixo X) e a diferenga absorbéncia da
solucdo em 401 nm (eixo Y) fornece uma curva, a partir da qual € possivel se
determinar a constante de dissociagédo (K,) da interacdo heme-ligante. O K,
equivale a concentragdo de ligante relacionada ao valor de absorbancia que
corresponde a metade da variagdo observada (Figura 16). Ou seja,
corresponde a 50% da ocupagdo maxima de heme pelo ligante. O K, é
inversamente proporcional a afinidade, portanto quanto menor o valor de K,

(quanto menor a concentrag&o), maior sera a afinidade.

Figura 16: Determinacgéo do valor da constante de dissociacao (K,) a partir da

curva de titulagdo UV-Vis

absorbancla

K j concenlracac de
: ligante

Dentre os compostos avaliados, nao foi possivel determinar o K, para os
derivados que apresentam espacador alquilico de 10 carbonos (1an0, 1bno €
2a,,), sendo estes pouco soluveis no tampdo aquoso empregado no ensaio,
percebendo-se a precipitacdo dos compostos na solucdo em analise. Para os
demais compostos, observou-se que esses sao ligantes do grupo heme, tendo
sido determinados valores de K, entre 3,935+2,164 umol/L e 0,783+0,385
pmol/L e, portanto, promissores agentes antiplasmodiais. Vale destacar que as
3-alquilpiridinas, referéncias estruturais para essa série, apresentaram um
modelo de interagdo de 1:2 com K, entre 20 e 40 umol/L (RIBEIRO-VIANA et
al., 2016).

Na Tabela 2 sao apresentados os valores de K, para os compostos

avaliados. Na Figura 22, demostra-se o grafico de dispersdo XY de
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absorbancia versus concentracdo resultante de titulagdo no UV-vis da

substancia 1a,, representativamente.

Tabela 2: Constantes de dissociagao (Kd) dos triazdis com grupo heme

Figura 17: Grafico de dispersédo XY de absorbancia versus concentragao

AAbsorbancia

N=N

R’Q\/,‘\JMZ
n

Compost R V4 n K, (umol.L")
o

1a, Ph -OH 6 3,935+2,164
1a,, Ph -OH 8 2,547+0,918
1a,1 Ph -OH 10 ND
1b,6 Ph -N, 6 1,286+1,070
1b,s Ph -N, 8 2,278+0,819
1b,10 Ph -N, 10 ND
2a,, iAm -OH 6 0,783+0,385
2a,, iAm -OH 8 0,944+0,764
2a,4, iAm -OH 10 ND
2b, iAm -N, 6 2,776+1,807
2b, iAm -N, 8 3,870+2,584

*ND = nao determinado devido a baixa solubilidade no meio.

resultante de titulacdo no UV-vis da substancia 1a,.

1an6
0.000
-0.0054
-0.010
-0.015 T T T
0.00 0.02 0.04 0.06

Concentragao (pmol/L)

0.08
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A partir da analise dos valores de K,, verifica-se que os ligantes de maior
afinidade pelo heme sao representantes da Série 2 (2a, € 2a.), 4-
isoamiltriazdis com hidroxila como grupo terminal da cadeia alquilica.

Dentre os compostos da Série 1, a substituicao da hidroxila terminal pelo
grupo nitrogenado azida, pareceu ser vantajosa para interagdo com heme,
entretanto, o mesmo nao foi observado para os compostos da Série 2. Sendo o
modo de interagdo observado heme-ligante 1:1, a variacdo de carbonos no
grupo alquila espagador pouco afetou o perfil de interagcao dos ligantes, sendo
que, com excegao do grupo 1a, os compostos com cadeias de 6 carbonos s&o
ligantes de maior afinidade que os homdlogos com cadeias de 8 carbonos.

Os resultados dos estudos de interagdo dos compostos com grupo heme
sdo bastantes promissores. E importante ressaltar que os compostos foram
encaminhados para avaliagdo em ensaio de citotoxicidade frente ao P
falciparum, empregando-se como controle positivo a cloroquina. A
citotoxicidade relativa dos compostos sera avaliada em ensaio com fibroblastos
humanos pelo método MTT. Esses ensaios seréo realizados por colaboradores

do grupo do prof. Fernando Varotti, da UFSJ.
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4 CONCLUSAO

Até o presente momento, foram obtidos onze derivados triazdlicos a
partir do emprego de métodos consolidados de sintese organica. Para a
construgdo do nucleo triazolicos empregou-se metodologias da reagao click
alcino-azida, catalisada por Cu(l). Até essa etapa, os rendimentos globais
foram de 22 a 43% (compostos dos grupos 1a/2a). As etapas sucessivas
envolveram reagdes na posi¢cdo terminal da cadeia alquilica (gerando os
grupos 1b/2b) e ocorreram com 14 a 26% de rendimento.

Os compostos obtidos foram empregados nos estudos de interacdo com
heme por EM-ESI e por titulacdo espectroscopica no UV-vis. A maior parte dos
compostos avaliados (1a.s, 1b.s 1b.s 2a.,: € 2a,;) formaram complexos heme-
ligante 1:1 identificados por EM-ESI. Complexos heme-ligante 2:1 ndo foram
detectados. A afinidade dos triazéis foi comparada a partir de seus valores de
Kd, determinados por titulagdo no UV-vis. De modo geral, com excecao dos
derivados constituidos por cadeias espagadoras com 10 metilenos (1au10, 1bn1o
e 2a,,0) que precipitaram na cubeta durante o ensaio, os triazéis mostraram-se
bons ligantes do grupo heme, sendo os 4-isoamiltriazéis 2a, (K; = 0,783+0,385
pmol/L) e 2a,s (Ky = 0,94410,764 pumol/L) os melhores ligantes das séries
avaliadas, e dentre esses, 0s mais promissores agentes antiplasmodiais.

Os ensaios realizados forneceram dados quantitativos de afinidade dos
compostos pelo heme e permitiram conduzir uma seleg¢ao para futuros testes in

vitro.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
5.1 SINTESE

5.1.1 Procedimentos Gerais

As reagdes foram acompanhadas por meio de placas de cromatografia
em camada delgada (CCD) Alugram, silica gel 60 mesh. Os reveladores
utilizados foram:

Permanganato de Potassio 1%, como revelador geral, preparado pela
dissolugédo de permanganato de potassio (1%) e carbonato de calcio (7%), em
solugdo hidroxido de sédio 5%/agua 1:60 v/v.

Trifenilfosfina 10%/ninidrina 0,3%, como sistema de revelagdo dos
compostos contendo grupo azida. A solucéo trifenilfosfina foi preparada pela
dissolugédo de trifenilfosfina (10%) em diclorometano e a de Ninidrina, pela
dissolugéo de ninidrina (3%) em n-butanol/acido acético 100:3 v/v.

Os produtos brutos foram purificados empregando a metodologia de
coluna cromatografica utilizando silica gel 230-400 mesh com poros de

tamanho: 60 A, 15 cm de altura e 20 mm de largura como fase estacionaria.

Os compostos foram caracterizados por meio de espectro de RMN de 'H
(400,13 MHz) e de RMN de "*C (100,61 MHz) obtidos em um espectrémetro
Bruker Advance Ill operando com uma sonda de detecgao direta de 5 mm
(BBO) a 298 K, sendo que a multiplicidade dos sinais de RMN de 'H foram
denominadas simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), duplo dupleto (dd) e
multipleto (m), enquanto as constantes de acoplamento (J) foram expressas em
hertz (Hz). A calibragdo dos espectros de RMN de 'H foi realizada por meio do
sinal do TMS.

5.1.2 Metodologia geral para a sintese das alquilazidas. (3)
(SOUSA, 2021).

3n6 n=4
HO” ™ N; 3,8 n=6

3n10n =8
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Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 1,1 g (1 equivalente) do
diol correspondente, dissolvido em 50 mL de tolueno. Em seguida adicionou-se
1,1 equivalente de &cido bromidrico aquoso 48% e iniciou-se a agitacéo a
110°C. Houve o acompanhamento da reagdao por CCD. Apds 24h, o meio
reacional foi resfriado a temperatura ambiente e retirou-se o excesso de
solvente no rota-evaporador, obtendo um 6leo amarelado, que foi submetido a
reacao subsequente sem purificacdo prévia. No mesmo baldo, adicionou-se 1,1
equivalente de azida de sodio (em solugéo 0,5 mol/L em DMSO). O sistema é
deixado sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente por
aproximadamente 72 horas. Ao término da reag¢ao, adicionou-se agua destilada
(20 mL). Em seguida a mistura foi extraida com diclorometano (3x 20 mL). A
fase organica foi lavada uma vez com solugao saturada de cloreto de sédio (20
mL). Posteriormente, a fase orgéanica foi seca sob sulfato de magnésio anidro,
filtrada e o solvente foi removido sob pressao reduzida. O residuo obtido foi
submetido a purificagdo por coluna cromatografica, empregando-se hexano-
acetato de etila (8:2) como eluente. Os compostos 3.6, 3. € 3.1, foram obtidos
como 6leos de coloragdo amarela, com rendimentos de 52% (0,34 g); 62%
(0,70 g); 33% (0,80 g), respectivamente.

Composto 3,6 (6-azidoexan-1-ol): CsH1;N;O; 143,17 g/mol; éleo amarelo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl): & 3,65 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,OH), 3,28 (t,
2H, J = 6,9 Hz, CH;N;), 1,66-1,55 (m, 5H, CH,e OH), 1,45-1,37 (m, 4H, CH,).
Literatura: RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) 6 3,60 (t, J = 6,6, 2H), & 3,27 (t, J=7,0,
2H), 6 2,84 (s, 1H), & 1,61 (m, 2H), & 1,56 (m, 2H), & 1,40 (m, 4H) (SPEERS;
ADAM; CRAVATT, 2003).

Composto 3,s(8-azidooctan-1-ol): CgsH:;N;O; 171,24 g/mol; éleo amarelo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) & 3,66 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,OH), 3.26 (t, 2H, J =
6.9 Hz, CH:N;), 1.62-1.54 (m, 4H, CH,), 1.42-1.30 (m, 9H, CH,e OH). Literatura:
RMN de 'H (400 MHz, CDCl;):

3,60 (t, 2H); 3,23 (t, 2H); 1,50-1,61 (m, 5H); 1,27-1,40 (m, 4H) (SOMMER, et
al., 2018).

Composto 3,1, (10-azidodecan-1-ol): C,H,;N;O; 199,30 g/mol; 6leo amarelo.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCL,) & 3,66 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,OH), 3,27 (t, 2H, J =
6,9 Hz, CH.N,), 1,60 (m, 4H, CH,), 1,31-1,40 (m, 13H, CH, e OH). Literatura:
RMN de 'H (CDCl,, 400 MHz) & 3,62 (t, 2H); 3,24 (t, 2H); 1,52-1,62 (m, 4H);
1,26-1,39 (m, 13H) (STAUFFERT, et al., 2017).

5.1.3 Metodologia geral para a sintese dos triazois fenilicos
(1a) (KADAR et al., 2011).

N e,
%N%OH 1a:?on =10

Em um baldo de fundo redondo contendo 0,5 g (1 equivalente) da
alquilazida 3, dissolvida em 15 mL de THF, adicionou-se 0,05 equivalentes de
cloreto de cobre(l) dissolvido em 15 mL de agua destilada. Em seguida,
adicionou-se 1,1 equivalentes de fenilacetieno e acoplou-se a um
condensador. O sistema reacional foi deixado sob refluxo e agitagdo magnética
por 15 horas. Ao término da reacdo, esperou-se o sistema retornar a
temperatura ambiente e o conteudo do baldo foi transferido para um funil de
separagao e extraido com diclorometano (3x20 mL). A fase organica foi seca
com sulfato de magnésio anidro e filtrada. O solvente foi removido por
destilagdo a pressao reduzida. O residuo bruto foi recristalizado com o
cloroférmio e hexano. Os triazéis alquilicos 1a,, 1a.s € 1a., foram obtidos
como solidos brancos cristalinos com rendimentos de 43%, 69% e 56%,
respectivamente.
Composto 1a.s (6-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)hexan-1-ol): C;,HsN:;O; 245,33
g/mol; sélido branco.
P.F.: 94-95 °C; Literatura: Nao realizado. (OLIVEIRA et al., 2022)
RMN de 'H (400 MHz, CDCl,): 6 7,85 (d, 2H, J = 7,2 Hz, CH-orto), 7,78 (s, 1H,
CH), 7,45 (t, 2H, J = 7,34; 7,66 Hz, CH-meta), 7,35 (t, 1H, J = 7,34; 7,2 Hz, CH-
para), 4,42 (t, 2H, J =7,1; 7,1 Hz, CH;N), 3,66 (t, 2H, J = 6,4 Hz, CH,OH), 2,02-
1,95 (m, 2H, CH,), 1,78 (s, 1H, OH) 1,62-1,55 (m, 2H, CH,), 1,50-1,35 (m, 4H,
CH,). Literatura: RMN de 'H (200 MHz, MeOH-d4): 6 8,31 (s, 1H), 7,80 (d, 2H, J
=7,2 Hz), 7,46-7,31 (m, 3H), 4,43 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 3,52 (t, 2H, J = 6,2 Hz),
1,99-1,91 (m, 2H), 1,53—-1,39 (m, 6H). (OLIVEIRA et al., 2022)
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RMN de *C (100 MHz, CDCl;): & 147,76 (NCCH), 130,64, 128,86, 128,14,
125,69, 119,53 (CCHN), 62,49 (CH,OH), 50,28 (CH.N), 32,37 (CH,), 30,27
(CH,), 26,19 (CH,), 25,14 (CH,). Literatura: *C NMR (50 MHz, MeOH-d4): &
131,8, 130,1, 129,4, 126,7, 122,3, 62,8, 51,5, 33,4, 31,3, 27,4, 26,4. (OLIVEIRA
et al., 2022)

Composto 1a,s (8-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)octan-1-ol): CisHxN;O; 273,38
g/mol; sélido branco.
P.F.: 102-104 °C

RMN de 'H (8-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)octan-1-ol) (400 MHz, CDCl,):
67,85 (d, 2H, J = 7,2 Hz, CH-orto), 7,77 (s, 1H, CH), 7,45 (t, 2H, J = 7,3; 7,67
Hz, CH-meta), 7,35 (t, 1H, J = 7,3; 7,4 Hz, CH-para), 4,41 (t, 2H, J=7,1; 7,3
Hz, CH:N), 3,65 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,OH), 2,01-1,92 (m, 2H, CH,), 1,78 (s, 1H,
OH), 1,61-1,52 (m, 2H, CH,), 1,41-1,30 (m, 8H, CH,).
RMN de "*C (100 MHz, CDCl;): & 147,74 (NCCH), 130,68, 128,85, 128,11,
125,69, 119,46 (CCHN), 62,86 (CH,OH), 50,41 (CH.N), 32,66 (CH,), 30,30
(CH,), 29,14 (CH,), 28,92 (CH,), 26,38 (CH,), 25,60 (CH.,).

Composto 1a.+ (10-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)decan-1-ol): CsH,;N;O; 301,43
g/mol; sélido branco.

P.F.: 108-110 °C

RMN de 'H (10-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)decan-1-ol) (400 MHz, CDCl;): &
7,85 (m, 2H, CH-orto), 7,77 (s, 1H, CH), 7,45 (t, 2H, J = 7,3; 7,7 Hz, CH-meta),
7,35 (t, 1H, J = 7,36; 7,39 Hz, CH-para), 4,41 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,N), 3,65 (t,
2H, J = 6,6, CH,OH), 2,00-1,92 (m, 2H, CH,), 1,77 (s, 1H, OH), 1,60-1,53 (m,
2H, CH,), 1,39-1,27 (m, 12H, CH,).

RMN de "C (10-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)decan-1-ol) (100 MHz, CDCl,): &
147,73 (NCCH), 130,71, 128,84, 128,10, 125,69, 119,42 (CCHN), 62,98
(CH,OH), 50,43 (CH:N), 32,75 (CH,), 30,32 (CH,), 29,37 (CH,), 29,30 (CH,),
29,25 (CH,), 28,92 (CH,), 26,43 (CH,), 25,68 (CH,).
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5.1.4 Metodologia geral para a sintese dos triazois isoamilicos
(2a) (KADAR et al., 2011).

ILN L encs
N\ N OH 2a:jor:1=1o

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 0,5 g (1 equivalente) da
alquilazida 3, dissolvidas em 15 mL de THF. Em um béquer, preparou-se
mistura de acido ascoérbico (0,45 equivalentes), bicarbonato de soédio (4,5
equivalentes) e sulfato de cobre (Il) (0,15 equivalentes) dissolvidos em 15 mL
de agua destilada, que foi adicionada ao baldo contendo a solugédo de 3. Ao
mesmo, adicionou-se 1,1 equivalentes de 5-metil-1-hexino e acoplou-se a um
condensador. A agitagao iniciou-se em temperatura de refluxo (66°C). Apos 15
horas. Ao término da reacdo, esperou-se o sistema retornar a temperatura
ambiente e o conteudo do baldo foi transferido a um funil de separacao e
extraido com diclorometano (3x20 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
magnésio anidro, filtrada e o solvente foi removido em destilagédo a pressao
reduzida O produto bruto foi purificado por coluna cromatografica empregando-
se hexano-acetato de etila (8:2) como eluente. Os triazois amilicos 2a., 2a.; €
2a.1, foram obtidos como 6leos amarelos, com rendimentos de 63%, 59% e

43%, respectivamente.

Composto  2a.s (6-(4-isopentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)hexan-1-ol):  Ci3H:sN;0;
239,36 g/mol; 6leo amarelo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,): & 7,26 (s, 1H, CH), 4,32 (t, 2H, J = 7,2, CH;N),
3,65 (t, 2H, J = 6,3; 6,6, CH,OH), 2,73 (dd, 2H, J = 8,0, CH.iAm), 1,95-1,88 (m,
2H, CH,), 1,81 (s, 1H, OH) 1,63-1,52 (m, 5H, CH,, CH,iAm, CHiAm), 1,48-1,33
(m, 4H, CH, alg), 0,95 (d, 6H, J = 6,3, CH,).

RMN de ™*C (100 MHz, CDCl;): & 148,63 (NCCH), 120,27 (CCHN), 62,56
(CH,OH), 50,00 (CH:N), 38,54 (CH.C), 32,39 (CH,), 30,28 (CH,), 27,68 (CH),
26,21 (CH,), 25,12 (CH,), 23,61 (CH.iAm), 22,40 (CH,).

Composto 2a,s (8-(4-isopentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)octan-1-ol): CisHxN;O; 267,42

g/mol; 6leo amarelo.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCL): & 7,25 (s, 1H, CH), 4,31 (t, J = 7,2 Hz, 2H,
CH,N), 3,65 (t, J = 6,6 Hz, 2H, CH,OH), 2,73 (dd, 2H, J = 7,7; 8,0, CH,iAm),
1,93-1,86 (m, 2H, CH,), 1,77 (s, 1H, OH), 1,65-1,55 (m, 5H, CH, CH.iAm,
CHiAm), 1,34 (m, 8H, CH,), 0,95 (d, 6H, J = 6,3 Hz, CH).

RMN de “C (100 MHz, CDCL) & 148,59 (NCCH), 120,23 (CCHN), 62,90
(CH,OH), 50,12 (CH,N), 38,56 (CH.C), 32,67 (CH,), 30,31 (CH,), 29,13 (CH.),
28,92 (CH,), 27,69 (CH), 26,40 (CH,), 25,59 (CH,), 23,62 (CH.iAm), 22,40
(CH).

Composto 2a,, (10-(4-isopentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)decan-1-ol); Ci;HN;O;
295,47 g/mol; dleo alaranjado.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;): 6 7,26 (s, 1H, CH), 4,31 (t, 2H, J = 7,2, CH,N),
3,65 (t, 2H, J = 6,6, CH,OH), 2,73 (dd, 2H, J = 7,8, CH.Am), 1,92-1,86 (m, 2H,
CH,)1,60-1,54 (m, 5H, CH,, CH.iAm, CHiAm), 1,39-1,25 (m, 14H, CH,), 0,95 (d,
6H, J = 6,3, CH,).

RMN de “C (100 MHz, CDCl;) & 148,57 (NCCH), 120,25 (CCHN), 63,00
(CH,OH), 50,16 (CH.N), 38,54 (CH.C), 32,73 (CH,), 30,30 (CH,), 29,36 (CH,),
29,29 (CH,), 29,23 (CH,), 28,90 (CH,), 27,68 (CH), 26,43 (CH,), 25,67 (CH,),
23,60 (CH,iAm), 22,40 (CH,).

5.1.5 Metodologia geral para sintese dos alquiltriazois 1b e 2b

(SHINDE et al., 2018)

by R=Ph,n=6  2byg R =iAm.n=6

R b R=Ph,n=8  2b.gz R=iAm,n=8
NGNS 4p, o R = Ph, n =10

Em um baldo de fundo redondo contendo 0,1 g (1 equivalente) de 1a/2a,

N=N
)

dissolvido em 15 mL de diclorometano, adicionou-se adicionado, em banho de
gelo, 4 equivalentes de trietilamina e, 2 equivalentes de cloreto de mesila, gota
a gota e tampou-se o sistema. ApOs 4 horas, adicionou-se a mistura reacional,
gelo picado. O conteudo do balao foi transferido para um funil de separagéao, a
mistura foi transferida para um funil de separacdo e extraida com
diclorometano (3x20 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio

anidro e filtrada. O solvente foi removido em destilacdo a pressao reduzida. O
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residuo obtido foi dissolvido em 20 mL de DMSO, sendo a essa solugao,
adicionado 1,3 equivalentes de NaN; (solugdo 0,5 mol/L em DMSO) e tampou-
se o sistema. A mistura reacional foi deixada sob agitagdo magnética e a 70°C
por 16 horas. Ao término da reagao, a temperatura ambiente, adicionou-se 20
mL de agua. A mistura foi transferida para um funil de separacédo e extraida
com diclorometano (3x20mL). Em seguida, a fase organica foi extraida com
agua, (3x50mL), seca com sulfato de magnésio anidro e filtrada. O solvente foi
removido por destilagcdo a pressdo reduzida. Os compostos da série 1b /2b
foram purificados por coluna cromatografica empregando-se hexano-acetato de
etila (7:3) como eluente. Foram obtidos como sélidos brancos com 89% (1b.),
48% (1b,s) € 34% (1b.e) de rendimento e para 2b, éleos amarelados, com
rendimentos de 80% (2b.s) € 37% (2b,s).

Composto 1b, (1-(6-azidooctil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol); C.,H:sNs; 270,34 g/mol;
sélido branco.

PF: 39-42°C Literatura: 157°C (SINGH; KUMAR; BHALLA, 2018)

RMN de 'H (400 MHz, CDCl): & 7,85 (d, 2H, J = 7,4 Hz, CH-orto), 7,77 (s, 1H,
CH), 7,45 (t, 2H, J = 7,3; 7,7 Hz, CH-meta), 7,35 (t, 1H, J = 7,20; 7,40 Hz, CH-
para), 4,43 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,N), 3,29 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH,N;), 2,03-1,96
(m, 2H, CH,) 1,65-1,58 (m, 2H, CH,), 1,50-1,39 (m, 4H, CH,). Literatura: RMN
de 'H (500 MHz, CDCl,): 6 7,83 (d, 2H, J = 5 Hz), 7,74 (s, 1H), 7,45-7,40 (m,
2H), 7,35-7,32 (m, 1H), & 4,41 (t, 2H, J = 5Hz) 6 =3,27 (t, 2H, J = 7,5HZz), 2,00-
1,95 (m, 2H), 1,61-1,57 (m, 2H), 1,45-1,37 (m, 4H). (SINGH; KUMAR; BHALLA,
2018)

RMN de *C (100 MHz, CDCl;) & 147,84 (NCCH), 130,66 (CCN), 128,85 (CH-
orto), 128,14 (CH-para), 125,71 (CH-meta), 119,39 (CCHN), 51,24 (CH.N,),
50,22 (CH;N), 30,21 (CH,), 28,64 (CH,), 26,16 (CH,), 26,06 (CH,). Literatura:
RMN de "™C (125 MHz, CDCl;): & 147,80, 130,66, 128,83, 128,12, 125,68,
119,39, 51,23, 50,20, 30,21, 28,63, 26,15 e 26,05. (SINGH; KUMAR; BHALLA,
2018)

Composto 1b,s (1-(8-azidooctil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol); CisHx:Ns; 298,39 g/mol;

solido branco.
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PF: 47-51°C

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;): 6 7,85 (d, 2H, J = 7,2 Hz, CH-orto), 7,77 (s, 1H,
CH), 7,45 (t, 2H, J = 7,3; 7,7 Hz, CH-meta), 7,35 (t, 1H, 7,3; 7,4 Hz, CH-para),
4,42 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH;N), 3,27 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,N,), 2,00-1,93 (m, 2H,
CH,), 1,64-1,56 (m, 2H, CH,), 1,42-1,30 (m, 8H, CH,).

RMN de "C (100 MHz, CDCl;): & 147,78 (NCCH), 130,72 (CCN), 128,84 (CH-
orto), 128,11 (CH-para), 125,70 (CH-meta), 119,37 (CCHN), 51,41 (CH,N,),
50,38 (CH:N), 30,31 (CH,), 28,90 (CH,), 28,86 (CH,), 28,77 (CH,), 26,58 (CH,),
26,39 (CH,).

Composto 1b,,, (1-(10-azidodecil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol); CisHxsNs; 326,45
g/mol; 6leo alaranjado.

PF: N&o obtido.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,): 6 7,86 (d, 2H, J = 7,2 Hz, CH-orto), 7,77 (s, 1H,
CH), 7,45 (t, 2H, J = 7,3; 7,7 Hz, CH-meta), 7,35 (t, 1H, J = 7,3; 7,4 Hz, CH-
para), 4,42 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,N), 3,27 (t, 2H, J = 6,9, CH;N;), 2,00-1,93 (m,
2H, CH,), 1,64-1,57 (m, 2H, CH,), 1,41-1,24 (m, 12H, CH,).

RMN de *C (100 MHz, CDCl;): & 147,75 (NCCH), 130,74 (CCN), 128,84 (CH-
orto), 128,10 (CH-para), 125,69 (CH-meta), 119,38 (CCHN), 51,47 (CH.N,),
50,43 (CH:N), 30,35 (CH,), 29,31 (CH,), 29,25 (CH,), 29,07 (CH,), 28,96 (CH.),
28,82 (CH,), 26,67 (CH,), 26,47 (CH,).

Composto 2b,; (1-(6-azidoexil)-4-isopentil-1H-1,2,3-triazol); Ci;H..Ne; 264,38
g/mol ; 6leo alaranjado.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl,): 6 7,26 (s, 1H, CH), 4,33 (t, 2H, J = 7,2 Hz,
CH.N), 3,27 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH:N;), 2,73 (dd, 2H, J = 7,9; 7,8 Hz, CH.iAm),
1,96-1,88 (m, 2H, CH,), 1,66-1,55 (m, 5H, CH,, CH.iAm, CHiAm), 1,47-1,32 (m,
4H, CH,), 0,95 (d, 2H, J = 6,3, CH,).

RMN de ®C (100 MHz, CDCl;) & 148,67 (NCCH), 120,28 (CCHN), 51,24
(CH:Ns), 49,97 (CH:N), 38,52 (CH.C), 30,19 (CH,), 28,63 (CH,), 27,69 (CH),
26,15 (CH,), 26,05 (CH,), 23,58 (CH.iAm), 22,39 (CHs,).
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Composto 2b,s (1-(8-azidooctil)-4-isopentil-1H-1,2,3-triazol); CisHxisNe; 292,43
g/mol; dleo alaranjado.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;): & 7,26 (s, 1H, CH), 4,31 (t, 2H, J = 7,2 Hz,
CH:N), 3,26 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,N,), 2,73 (dd, 2H, 7,9; 7,7 Hz, CH.iAm), 1,93-
1,86 (m, 2H, CH,), 1,66-1,55 (m, 5H, CH,, CH,iAm, CHiAm), 1,39-1,30 (s, 8H,
CH,), 0,95 (d, 6H, J = 6,4, CH,).

RMN de ®C (100 MHz, CDCIl;) & 148,59 (NCCH), 120,24 (CCHN), 51,40
(CH:N,), 50,11 (CH:N), 38,55 (CH.C), 30,29 (CH,), 28,89 (CH,), 28,85 (CH,),
28,76 (CH,), 27,68 (CH), 26,56 (CH,), 26,39 (CH,), 23,61 (CH.iAm), 22,40
(CHy).

5.2 Estudos de interacao dos triazéis com heme por titulacido

no UV-vis

5.2.1 Equipamento

A titulacdo UV-Vis foi realizada em um espectrofotbmetro da marca
Shimadzu®©, modelo UV-1800. Para a interpretacdo dos resultados, os valores
de absorbancia entre os comprimentos de onda de 600 nm a 300 nm foram
obtidos, sendo que a leitura para a obtencdo do K,, foi feita com o valor de

absorbancia no comprimento de 401,00 nm.

5.2.2 Preparo de solucdes

5.2.2.1 Solugao tampao HEPES pH 7,4

Dissolveu-se 1,1906 g de HEPES em 5 mL de agua. Esta solugao
HEPES foi transferida para um baldo volumétrico de 250 mL contendo 100 mL
de dimetilsulféxido (DMSO). Completou-se o volume para 250 mL e
homogeneizou-se a solugdo. O pH do tampao HEPES foi ajustado a 7,4. A

solucao foi armazenada na geladeira e ao abrigo da luz.

5.2.1.2 Solugao estoque de hematina (1,7 mmol L") (SEhm)
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Foram pesadas 5,7 mg de hemina e em seguida essa massa foi
transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 5 mL de
capacidade. Entao preencheu-se o baldo até o menisco com DMSO. A solugao

foi armazenada na geladeira ao abrigo da luz.

5.2.1.3 Solugéo de analise de hematina (5 pmol L") (SAhm)

A solucao analise de hematina foi preparada a partir da transferéncia de
71,5 uL da solugdo estoque de hematina (SEhm), por meio de uma
micropipeta, para um baldo volumétrico de 25 mL de capacidade. Sendo que
este balao foi completado até o menisco com a solugao tampao HEPES pH 7,4.

Esta solugao foi preparada no dia da analise.

5.2.2 Preparo das solugdes-estoque dos triazdis (SE)

As solucdes estoques dos triazois foram preparadas pela dissolugao de
uma determinada massa do composto (entre 5,0 mg e 30,0 mg) em 800 uL de

DMSO. As solugdes foram armazenadas na geladeira e ao abrigo da luz.

5.2.3 Solucdes de analise dos triazois (10 mmol L) (SA)

As solugdes de analise dos triazdis das séries 1a (1a., 1a., 1a.,0), 2a
(2a.6, 2a,s, 2a,,), 1b (1b,, 1b,s 1b.x) € 2b (2b,,, 2b,) (600 uL) foram
preparadas a partir da diluicdo das respectivas solugdes estoque (SE) em
SAhm, de forma a obter uma solugcéo na concentragdo de 10 mmol L Todas

as solugdes foram preparadas no dia da analise.

5.2.4 Titulagbes Espectroscopicas UV-vis

Foram preparadas duas cubetas, uma para o branco (cubeta 1),
contendo 2,5 mL da solugédo tampao HEPES, na outra (cubeta 2), procedeu-se
a titulagdo. Todas as leituras foram feitas sob controle térmico, a 25 °C, e
agitagdo magnética. A cubeta 2 foi preenchida com 2,5 mL de SAhm. Apos a

primeira leitura, na qual se determinou as absorbancias entre 300 e 600 nm,
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procedeu-se para cada amostras, adicbes de aliquotas da da solugcéo de
analise (SA), e leituras sucessivas, sendo que as adigdes foram de 0,5 pL, 0,5
uL, 1 uL, 1 pL, 2 pL, 5 pL, 5 pL. E importante salientar que, ap6s cada adicéo,
esperou-se um minuto para iniciar a varredura. Em cada leitura determinou-se
a absorbancia em 401 nm. Para cada SA, as titulagdes foram realizadas em
triplicata, exceto para as SA-1a,,, SA-1b,, € SA-2a,, cujas leituras foram
inviabilizadas por ter-se observado turvacao/precipitacdo, a medida que se

avangou com as adicoes.

5.2.5 Determinacdo das constantes de dissociacdo dos
compostos (K,)

As constantes de dissociagdo (K,) da interagdo entre heme e os
compostos triazdlicos 1a., 1a.s, 2a., 2a., 1b.s, 1b., 2b, e 2b,, foram

calculadas por regressao nao-linear pelo software GraphPad Prism 10.

5.3 Estudos de interacdo dos triazéis com heme por

Espectrometria de massas (EM-ESI)

5.3.1 Equipamento

Para obtencao dos espectros de massa (EM-ESI) de solugdes contendo
heme e o derivado triazélico (Shm-T) empregou-se um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com bomba de alta presséo
(modelo LC-20AD), detector ultravioleta (modelo UFLCSPD-20A), amostrador
automatico (Modelo SIL-20AHT) acoplado ao espectrobmetro de massa com
sistema quadruplo e TOF de alta resolugéo e precisdo de massas da marca-
Bruker Daltonics (modelo-COMPACT).
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5.3.2 Preparo de Solucdes para a Espectrometria de massas

5.3.2.1 Solugao de hematina (1,7 mmol L") (Shm,,)

Em um eppendorf, dissolveu-se 10 mg de hemina em 1 mL de DMSO.
Desta solucédo, transferiu-se 39,1 uL para baldo volumétrico de 10 mL e o
volume foi completado com DMSO/agua MiliQ 4:6, para a obtencéo de solucao

com concentragao de 60 pmol/L.

5.3.2.2 Preparo das solucgdes dos triazdis (ST.)

Em um eppendorf preparou-se uma solugao contendo 1,0 mg do triazol
(1ans, 1ans, 2am6, 22,3, 1b,s € 1bs) em um 1 mL de DMSO/agua MiliQ 4:6. Desta
solugdo, transferiu-se a quantidade necessaria para se obter 10 umol/L,

perfazendo volume final de 5 mL.

5.3.2.3 Preparo das solugées heme-triazol (Shm-T)

Em um eppendorf, adicionou-se 0,5 mL de ST, e 0,5 mL de Shm,,. A

solucao resultante foi filtrada através de filtro de 0,22 um.
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APENDICES

Apéndice A: Espectros de RMN de precursores e produtos finais obtidos por
sintese
Apéndice A. 1: Espectro de RMN de 'H de 3,; (400 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 2: Espectro de RMN de 'H de 3,5 (400 MHz, CDCI,).
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Apéndice A. 3: Espectro de RMN de 'H de 3,1, (400 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 4: Espectro de RMN de 'H de 1a,; (400 MHz, CDCl,).

Apéndice A. 5: Espectro de RMN de *C de 1a,; (100 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 6: Espectro de RMN de 'H de 1a,; (400 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 7: Espectro de RMN de "C de 1a,; (100 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 9: Espectro de RMN de "*C de 1a,, (100 MHz, CDCI,).
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Apéndice A. 10: Espectro de RMN de 'H de 2a,; (400 MHz, CDCl,).

63



Apéndice A. 11: Espectro de RMN de "*C de 2a,s (100 MHz, CDCI;).
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Apéndice A 12: Espectro de RMN de 'H de 2a,; (400 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 13: Espectro de RMN de *C de 2a,s (400 MHz, CDCI,).
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Apéndice A. 14: Espectro de RMN de 'H de 2a,+, (400 MHz, CDCI;).
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Apéndice A. 15: Espectro de RMN de *C de 2a,+, (100 MHz, CDCI;).
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Apéndice A. 16: Espectro de RMN de 'H de 2b,; (400 MHz, CDCl,).

N,
\(\L/N_\_\_\\
2bn6 N3

66



Apéndice A. 17: Espectro de RMN de *C de 2b,(100 MHz, CDCI,).
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Apéndice A. 18: Espectro de RMN de 'H de 2b,; (400 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 19: Espectro de RMN de "*C de 2b,; (100 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 21: Espectro de RMN de "C de 1b,; (100 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 22: Espectro de RMN de 'H de 1b,; (400 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 23: Espectro de RMN de "C de 1b,; (100 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 24: Espectro de RMN de 'H de 1b,,, (400 MHz, CDCl,).
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Apéndice A. 25: Espectro de RMN de *C de 1b,, (100 MHz, CDCI;).
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Apéndice B: Espectros EM-ESI das solugdes contendo heme e derivados
triazdlicos.

Apéndice B. 1: Espectro EM-ESI de heme-1a,¢
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Apéndice B. 2: Espectro EM-ESI de heme-1a,s
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Apéndice B. 3: Espectro EM-ESI de heme-1a,,
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Apéndice B. 4: Espectro EM-ESI de heme-2a,¢
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Apéndice B. 5: Espectro EM-ESI de heme-2a,s
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Apéndice B. 6: Espectro EM-ESI de heme-1b,
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Apéndice C: Graficos de dispersdao XY de absorbancia em 401 nm versus
concentracdo resultante de titulagdo no UV-vis das substancia 1a., 1a.s, 2an,
2a,5, 1b,, 1b,, 2b,c € 2b,s.

Apéndice C. 1: Graficos de dispersao XY de absorbancia em 401 nm versus

concentracio resultante de 1a,¢
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Apéndice C. 2: Graficos de dispersao XY de absorbancia em 401 nm versus
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concentracio resultante de 1a,s
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Apéndice C. 3: Gréficos de dispersao XY de absorbancia em 401 nm versus
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Apéndice C. 4: Graficos de dispersao XY de absorbancia em 401 nm versus
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concentracao resultante de 2a.s
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Apéndice C. 5: Graficos de dispersao XY de absorbancia em 401 nm versus

concentracao resultante de 1b,
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Apéndice C. 6: Graficos de dispersao XY de absorbancia em 401 nm versus

concentracao resultante de 1b,g
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Apéndice C. 7: Graficos de dispersao XY de absorbancia em 401 nm versus

concentracgdo resultante de 2b,¢
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Apéndice C. 8: Graficos de dispersdo XY de absorbéancia em 401 nm versus
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concentracao resultante de 2b,;
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