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Resumo

Sintese de derivados de imidazole e triazole como inibidores da atividade fungica

A contaminacdo de colheitas e alimentos por fungos ¢ um problema com implicacdes criticas para o
meio ambiente e para a economia. O facto da maioria dos fungicidas existentes apresentarem problemas
de elevada toxicidade e reduzida eficacia torna premente o desenvolvimento de novas estruturas capazes
de inibir o crescimento dos fungos ou a producdo de micotoxinas. O trabalho de investigacao descrito
nesta tese teve como principais linhas de orientacao a exploracao de caminhos sintéticos para a obtencao
de novas estruturas heterociclicas com base nos nucleos de imidazole ou triazole e a avaliacdo da
atividade antifungica dos produtos obtidos.

Os trabalhos de sintese foram iniciados com a preparacao dos 5-amino-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilos
como reagentes de partida para a obtencado dos (5-amino-1 Aimidazole-4-(ciano)metileno)carbamatos de
etilo, intermediarios chave nas vias sintéticas utilizadas. A partir da reacdo deste intermediario com
hidrazina foi possivel obter novas estruturas de imidazolil triazoles. Também foram sintetizadas estruturas
de triazolopurinas, resultantes da condensacdo dos imidazolil triazoles com ortoformiato de etilo. A
reacdo do mesmo intermediario com hidroxilamina levou a obtencdo de imidazolil oxadiazoles que
reagiram com ortoformiato de etilo para dar oxadiazolopurinas. A reatividade do carbamato de partida
com hidrazinas aromaticas permitiu a obtencdo de novos imidazolil Maril-triazoles que foram também
convertidos em Maril triazolopurinas por reacdo com ortoformiato de etilo. A investigacao da reatividade
do carbamato de partida com hidrazidas resultou, nao so na obtencao de estruturas de imidazolil Macil-
triazoles, como também, na formacdo de Macilamino purinas e de triazolopurinas. O estudo da reacéo
do mesmo carbamato com aminas primarias conduziu a sintese de amidinas aciladas intermediarias
que foram convertidas em isoguaninas substituidas em N-1 ou em N-6, dependendo das condicdes
reacionais utilizadas.

A selecdo dos compostos para avaliacdo da potencial atividade biolégica em ensaios /7 vitro teve como
critérios a analogia estrutural com os fungicidas descritos na literatura e a solubilidade dos compostos.
Foram utilizados dois métodos, a medicdo do crescimento radial (método em meio solido), e o teste da
resazurina (método em meio liquido). Identificaram-se moléculas inibidoras do crescimento do fungo,
qguer numa fase inicial do crescimento, quer durante todo o periodo de incubacdo, que se revelaram
COMo compostos promissores para ensaios /7 Vivo.

Palavras-chave: antiflngicos; imidazoles; isoguaninas; triazoles; triazolopurinas



Abstract

Synthesis of imidazole and triazole derivatives as inhibitors of fungal activity

The contamination of crops and food by fungi is a ubiquitous problem with critical implications for the
environment and economy. Most existing fungicides raise several concerns regarding, for example, their
toxicity and inefficiency over time, what calls for the development of new chemical structures that are
capable of efficiently suppress fungal growth or mycotoxin production. The research work reported in this
thesis contributes to this endeavor. Synthetic pathways were explored to obtain heterocyclic structures
that are potential candidates for fungicides and the biological (antifungal) activity of this new structures
was evaluated.

The synthesis work started with the preparation of 5-amino-1 Aimidazole-4-carbimidoy! nitriles as starting
reagents for obtaining intermediate (5-amino-1 A#imidazole-4- (cyano) methylene) carbamates, which are
key in the synthetic pathways used. From the reaction of this intermediate with hydrazine it was possible
to obtain new structures of imidazolyl triazoles. Triazolopurine structures were also synthesized resulting
from the condensation of imidazolyl triazoles with ethyl orthoformate. The reaction of the same
intermediate with hydroxylamine led to imidazolyl oxadiazoles which reacted with ethyl orthoformate to
give oxadiazolopurines. Reactivity of the starting carbamate with aromatic hydrazines yielded new
imidazolyl N-aryl triazoles which were converted also to N-aryl triazolopurines by reaction with ethyl
orthoformate. The investigation of the reactivity of the starting carbamate with hydrazides resulted not
only in the imidazolyl N-acyl triazole structures but also in the formation of N-acylamino purines and
triazolopurines. The study of the reaction of the same carbamate with primary amines led to the synthesis
of intermediate acylated amidines that were converted to N-1 or N-6 substituted isoguanines, depending
on the reaction conditions.

For the selection of compounds for evaluation of potential biological activity in vitro assays was based on
two criteria: the structural analogy with the fungicides described in the literature and the solubility of the
compounds. Two methods were used: radial growth measurement (solid medium method) and resazurin
test (liquid medium method). Fungi growth inhibitory molecules have been identified, either at an early
stage of growth or throughout the incubation period, which have shown to be promising compounds for
in vivo assays.

Keywords: antifungals; imidazoles; isoguanines; triazoles; triazolopurines
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INTRODUGCAO

Este plano de trabalhos desenvolveu-se tendo como foco duas questdes de fundo. O desenho e o desenvolvimento
de estratégias de sintese de novos compostos heterociclicos e a avaliacdo dos compostos como potenciais
inibidores da atividade fungica.

A sintese de novas estruturas com potencial atividade antiflingica continua a ser uma area de trabalho importante
com diferentes motivacdes. Uma delas prende-se com o facto de ser possivel avaliar a atividade biolégica dos
compostos e de compreender a relevancia das estruturas moleculares na agao antifungica [1]. A compreensao
dos mecanismos envolvidos na biossintese e na interferéncia que os compostos sintetizados podem ter no
crescimento do fungo revela-se muito oportuno para o desenvolvimento de farmacos mais potentes e seletivos [2].
Para além dos testes /in vitroe in vivo, podem ser também efetuados testes de simulacdo computacional e, dessa
forma, enriquecer a base de conhecimento e de informacao adquirida sobre a acdo das moléculas no percurso de
crescimento do fungo e de producao das micotoxinas [3, 4]. Por outro lado, tem sido investigada a combinacao
de fungicidas sintéticos com produtos naturais, particularmente 6leos essenciais, de modo a obter efeitos
sinergéticos [5, 6]. Para além destes contornos que sustentam a oportunidade de continuar a investigar a atividade
biolégica de compostos sintéticos & possivel, em simultaneo, desenvolver novas estratégias de sintese e
compreender novos mecanismos e condicdes experimentais relevantes, quer para a sintese de compostos com
potencial atividade antiflingica, como para a sintese de outras moléculas com diferentes aplicacdes quimicas e
biologicas.

As moléculas sintetizadas devem entao constituir a possibilidade de se produzir um inibidor. Este deve ser capaz
de impedir a producao de micotoxinas em condicdes favoraveis para a sintese destes metabolitos secundarios. A
acumulacao de micotoxinas em todo o mundo é um tema de grande relevancia e estdo a ser levadas a cabo
medidas para evitar a proliferacdo destes metabolitos sobre as culturas, para que se impeca a deterioracdo dos
alimentos [7]. Mas, em alguns casos, a prevencao da producao de micotoxinas esta também relacionada com o
crescimento de fungos e ambos os aspetos devem ser considerados.

Existem fungos em quase todas as regides e sob diversos ambientes. Tém um papel crucial em muitos processos
bioldgicos, como a decomposicdo da matéria organica e a transferéncia de nutrientes do solo para as plantas.
Podem causar infecdes primarias e o crescimento em hospedeiros animais € chamado de micose.

As micotoxinas, compostos de baixo peso molecular, sdo produzidas a partir de um ou mais metabolitos primarios
[8] e a exposicao a estes metabolitos secundarios pode causar micotoxicoses. Os fungos Aspergillus, Fusarium e
Penicillium sao os géneros mais relevantes no que diz respeito a sintese de micotoxinas.

Os Aspergillus sao fungos que afetam a cadeia alimentar, por esta razdo o seu controlo e detecdo é de grande
relevancia. Estes fungos sao produtores de micotoxinas conhecidas, como as aflatoxinas (AFS) ou a ocratoxina A
(OTA) [9]. Entre as espécies produtoras de aflatoxinas, o Aspergillus flavus e o Aspergillus parasiticus sao os que

tém maior importancia agricola e econémica.



As aflatoxinas sao derivados de difuranocumarinas e existem quase 18 tipos diferentes de AF. A acdo da AF em
humanos e animais é bem conhecida, mas a biossintese e 0s mecanismos envolvidos ainda ndo estdo bem
compreendidos. As aflatoxinas s@o metabolitos secundarios derivados de policetideos que sdo produzidos de
acordo com a seguinte via [10]:

Acetato — policetideos — antraquinonas — xantonas — aflatoxinas
A OTA é um possivel agente cancerigeno para o homem, nefrotoxico, genotdxico, teratogénico e imunossupressor
[11]. As fumonisinas s@o produzidas principalmente por espécies Fusarium e, em menor quantidade, por
Aspergillus negros, sendo relatada a existéncia de cerca de 53 fumonisinas diferentes [12].
Os compostos referidos na literatura como antifiingicos constituiram a base da investigacao realizada. Com esse
conhecimento, foram testadas e projetadas moléculas novas e promissoras para interromper ou, pelo menos,
interferir no metabolismo de crescimento dos fungos e da producdo de micotoxinas.
Os inibidores ja conhecidos apresentam diferentes estruturas quimicas que sugerem diferentes formas de agir na
atividade dos fungos [13]. Relativamente aos compostos heterociclicos, atualmente compreende-se a forma como
estes atuam enquanto inibidores da atividade fungica. Estas moléculas sdo reconhecidas pelas suas vastas
aplicacdes biologicas, nomeadamente os que integram imidazoles, como por exemplo, 0s compostos
apresentados na figura 0.1. Imidazoles e seus derivados tém sido reportados por apresentarem atividade

anticancerigena, antimicrobiana e, principalmente, antifungica [14].
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Figura 0.1 - Estrutura de alguns fungicidas comerciais com nucleo de imidazole



As estruturas que incorporam triazoles foram também, desde ha muito, identificadas como moléculas que inibem
a producao de esteroides por fungos. Compostos como o itraconazole, o fluconazole ou o voriconazole (figura 0.2)
interferem num passo-chave da sintese do ergosterol, molécula que se encontra nas membranas celulares dos

fungos [15].

Itraconazole Fluconazole Voriconazole

Figura 0.2 - Estrutura de alguns azoles antiftingicos

Alguns destes compostos foram largamente utilizados como antifungicos, tendo, no entanto, apresentado alguns
problemas relacionados com elevada toxicidade, problemas de resisténcia a droga e de farmacocinética. A sintese
de novos compostos que se apresentam mais eficientes reveste-se de extrema importancia na procura por
inibidores do crescimento de fungos e da producéo de micotoxinas [16, 17, 18, 19, 20]. A analogia a compostos
de referéncia, como o fluconazole ou o itraconazole, constitui uma mais valia no cumprimento do objetivo de
producao de antifungicos e no desenho da sintese pretendida [21, 22].

Dois tipos de imidazoles substituidos em C-4 com unidades de carboxamida e carboxamidrazona sdo reportados
como potentes antifungicos [14, 23]. Tendo em conta que o grupo 5-Me e 5-NH: sao considerados bioisosteros,
a analogia estrutural destas duas familias de compostos revela a potencialidade antifungica deste tipo de

imidazoles tornando-os bons compostos /ead no planeamento de novos antifungicos (figura 0.3).

R Ry
I:I Me N__NH2
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Figura 0.3 - Estruturas de imidazoles 4-carboxamida e 4-carboxamidrazona descritos como antiftingicos

Os objetivos propostos para este trabalho envolveram a sintese de derivados de imidazole e triazole como

potenciais agentes antiflingicos.



Para o desenho dos novos compostos com potencial atividade antifungica foi tida em conta a analogia estrutural
com os compostos representados na figura 0.3. Assim, foi mantido o esqueleto do 5-aminoimidazole em todas as
moléculas alvo deste projeto, quer em analogos aciclicos, quer em analogos ciclicos do tipo purina. Atendendo ao
facto de uma unidade de amidrazona presente em C-4 conferir atividade antifungica a este esqueleto, foram
previstos novos imidazoles que incorporam 4-carboxamidrazonas e 4-[1,2,4]-triazoles como

unidades bioequivalentes, integradas em sistemas heterociclicos ligados ou fundidos.

Sintese de triazoles

Um dos métodos mais usados para a sintese de 1,2,4-triazoles e 1,2,4-oxadiazoles, parte de Macil-amidrazonas
e de Cacil-amidoximas [24]. No entanto, verifica-se que estes procedimentos requerem temperaturas elevadas
e/ou tempos de reagao longos e conduzem a rendimentos baixos [24, 25, 26, 27]. Outros procedimentos
descritos requerem temperatura ambiente, mas utilizam reagentes toxicos ou de dificil acesso, como o acetato de
mercurio [24] ou o benzoato de prata [28]. Para a sintese de  5-(5-aminoimidazole)-1,2,4-triazoles estao descritos
dois métodos. Um que implica a abertura de um anel de triazolopurinas e um outro que parte da reacdo de 5-
amino-4-cianoimidazoles com ortoformiato de etilo, seguida de condensacdo com hidrazinas e hidrazidas a
temperaturas elevadas [29]. No trabalho descrito nesta tese foram desenvolvidas vias sintéticas alternativas para
a sintese de imidazolil triazoles e imidazolil oxadiazoles que partem de reagentes de partida faceis de obter e

utilizam condicdes reacionais muito suaves.

Sintese de purinas

A importancia e o interesse quimico e bioldgico do anel de purina ja sdo conhecidos desde o final do século XIX e
encontram-se publicadas diferentes abordagens sintéticas para a obtencao desta classe de compostos. A primeira
sintese de purinas reporta a 1989 por Emil Fischer. O método partia do acido urico que, por reacdo com PCls,
dava origem a 2,6,8-ricloropurina. Partindo desta tricloropurina, foi sintetizada a 2,6-diiodopurina com recurso a

HI e a PH.l, que depois sofre reducao por acao do zinco (esquema 0.1) [30].
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Esquema 0.1 - Sintese de purinas a partir de acido urico



Ao longo dos tempos foram publicados diferentes métodos e estratégias sintéticas para a sintese de purinas. Um
dos métodos publicados parte de precursores aciclicos, através da reacdo do aminomalononitrilo com orto ésteres

(esquemas 0.2) [31].

NH2 NH2
HN K RC(OEY): NJIN»_R
— J\\ N
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Esquema 0.2 - Sintese de purinas a partir de percursores aciclicos

Outro método recorre a AMacilacao de diaminopirimidinas seguindo-se uma ciclizacdo intramolecular do
intermediario /V-acilado para obtencdo de adeninas 2,8-dissubstituidas. Este método parte de reagentes faceis de
obter, mas apresenta algumas restricdes na incorporacao de substituintes complexos no anel de purina (esquema

0.3) [30].
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Esquema 0.3 - Sintese de purinas a partir do anel de pirimidina

Os métodos que partem de derivados de imidazole recorrem a condensacao de derivados de 5-amino-4-
etoxicarbonilimidazoles com isocianatos ou com ortoformiatos ou derivados de éster que permitem a introducao
de substituintes alquilo ou H em C-2. Este método apresenta como principal desvantagem o facto dos reagentes

serem instaveis e oxidarem quando estdo em contacto com o ar (esquema 0.4) [32].
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Esquema 0.4 - Sintese de derivados de purinas a partir de imidazoles

A sintese de purinas a partir de purinas ativadas tem sido o método mais utilizado para obtencao de derivados de

purina. Estes métodos envolvem substituicdes nucleofilicas aromaticas, acoplamento com catalisadores metalicos,



alquilacoes e acilacoes, sendo que o método desenvolvido por Mitsunobu é altamente seletivo para a alquilacdo

em N-9. No entanto, estes métodos recorrem a reagentes com elevado custo (esquema 0.5) [30].
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Esquema 0.5 - Sintese de purinas a partir de purinas ativadas

Através da analise dos varios métodos que ja foram descritos, a 9-alquilacao de purinas é facilmente conseguida,
mas a introducao de grupo arilicos nao é tao simples. Nas fontes bibliograficas encontram-se alguns dos métodos
mais utilizados para a introducao de substituintes arilicos no anel de purina.

e Reacdo de uma amina aromatica com cloropirimidinas, seguida de uma ciclizacdo intramolecular

(esquema 0.6) [33].
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Esquema 0.6 — Sintese de 9-arilpurinas

Foi possivel otimizar este método com recurso a reagdes assistidas por micro-ondas (esquema 0.7) [34].
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Esquema 0.7 - Sintese de 9-arilpurinas assistida por micro-ondas



o N-arilacdo de cloropurinas (esquema 0.8) [35].

A BOH)

{ . y
NI N
NJ\IN\> Acetato de cobre anidro Cl)l\N/ N>
|
Cl)\N/ H EtN, DCM A

B —— e

Esquema 0.8 — N-9 arilacao de purina com acidos boronicos

Os métodos de sintese de purinas desenvolvidos no grupo de investigacdo onde este trabalho foi realizado
envolvem estratégias mais simples, igualmente seletivas e com recursos menos dispendiosos [36, 37, 38].

Nestes métodos os reagentes de partida utilizados para a sintese das novas estruturas heterociclicas nao sao
obtidos comercialmente, sendo por isso necessario sintetiza-los. Os imidazoles 1.1 e 1.2 s&o os intermediarios
chave para as estratégias sintéticas utilizadas. Estes sdo obtidos através da utilizacdo de métodos que partem do

diaminomaleonitrilo, DAMN, de acordo com o esquema 0.9 [37, 39].

HYOEt HYNHR1
NCINHZ HC(OEH): r\|| CoN ,\'l N
| - >
NC” >NH, > I I
H,N" > CN H,N" >CN
DAMN 0.1 1.0
N h
P } NH
<\N | CICOOEt <N | 2
N\
NC 0O NC
1.2 1.1

Esquema 0.9 - Sintese dos reagentes de partida 1.1 e 1.2

Os resultados obtidos nesta tese, em conjunto com resultados obtidos em trabalho anterior do grupo de
investigacdo demonstraram que o intermediario chave 1.2 reage facilmente com hidrazina mono-hidratada,

conduzindo a sintese de 5-aminoimidazolil 1,2,4-triazoles 2.1.1 (esquema 0.10) [40].



Ry

R; Ry N_ NHz
N NH, N _NH,
C NH.R. T NH:NH,.H.0 <\N |
N /NW/OCHZCHS «~— N /NW/OCHQCHs — N
R:HN NC o
(0]
5.1 1.2 2.1.1

Esquema 0.10 - Sintese dos imidazole 5.1 e dos imidazolil triazoles 2.1.1

Também foi investigada a reatividade dos mesmos intermediarios 1.2 com aminas que conduziu a obtencéo
seletiva das amidinas 5.1 (esquema 0.10) [37]. Quando submetidas a condicdes de refluxo, estas amidinas

evoluem para misturas de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2 (esquema 0.11).

R
R N R
N N0 N__NHz N N0
AN & ——— S AN
N 'Ry N /N7]/OCH20H3 N
NH, RHN NHR,
5.2.1 5.1 5.2.2

Esquema 0.11 - Sintese de isoguaninas 5.2.1 € 5.2.2

Dando continuidade aos estudos prévios de reatividade dos intermediarios chave 1.2, a reacdo destes com
hidrazinas substituidas conduziu a sintese de derivados de 1,2,4-triazoles 3.1 que foram posteriormente
convertidos nos sistemas triciclicos 3.2, por condensacdo com ortoformiato de etilo. A reacdo com hidroxilamina
também permitiu gerar os correspondentes derivados de 1,2,4-oxadiazole 2.1.3 e 2.2.2, que se trata de uma

unidade bioequivalente do anel de 1,2,4-triazole (esquema 0.12).



R R,

N_ NHz Ry NH, N_ NHo
QO NH.OH N NH.NHR. QO
N—~ <\Nl . N"N\_N
o R — OCHCHy ——— "N—
HN 0 = 7]/ 2LH3 HN N-R,
T< NC o \§<
(0] O
2.1.3 1.2 3.1
HC(OEY); HC(OEY),
Ry Ry
NN N_ N
<1 ) T
N N, N N n
\«O \«N’ 2
N N
o) o)
2.2.2 3.2

Esquema 0.12 - Sintese de imidazolil triazoles, imidazolil oxadiazoles, triazolopurinas e pirimidopirimidinas

Neste trabalho foi ainda investigada a reatividade do intermediario 1.2 com hidrazidas em diferentes condicdes

experimentais que conduziu a obtencéo das estruturas 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3 € 4.2 (esquema 0.13).

Ry

N NH, B Ry
< NH.NHCOR. N 2 NH.NHCOR. N /N\(O
N“N_N R S \ SAC N R
N~ o NG O NH, T O
0
4.1.1 1.2 4.1.2
31 31 N O
NNy N
CT Y R <L Y
\
N © HN—4
(0] R
4.2 4.1.3

Esquema 0.13 - Sintese de imidazolil triazoles, purinas e triaozolopurinas



Os compostos novos foram caracterizados por analise elementar, espectroscopia de infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectroscopia de massa.

A fim de desenvolver com sucesso este projeto, foram usados os recursos biolégicos disponiveis na Micoteca da
Universidade do Minho (MUM). Metodologias analiticas foram necessarias para monitorizar o crescimento dos
fungos (crescimento radial e método da resazurina) e a atividade antifingica dos compostos sintetizados foi
avaliada em diferentes concentracdes [41].
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CAPITULO 1.

REACOES DE SINTESE DE REAGENTES DE PARTIDA

1 REACOES DE SINTESE DE REAGENTES DE PARTIDA

1.1 Sintese de 5-amino-1 AHimidazole-4-carbimidoilnitrilo

1.2 Sintese de imidazolil cianometilenocarbamatos

1.3 Conclusoes

1.4 Parte experimental
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1. REACOES DE SINTESE DE REAGENTES DE PARTIDA

O trabalho descrito nos proximos capitulos tem como reagente de partida o Metoxicarbonil imidazole
1.2 e esta molécula é sintetizada a partir dos imidazoles 1.1.

Os imidazoles 1.1 sao largamente sintetizados no grupo de investigacao a partir das M(2-amino-1,2-
dicianovinil)formamidinas 1.0. Estas amidinas s@o sintetizadas por reacao do imidato 0.1 [1] com
aminas e sofrem posterior ciclizacdo para formar os 5-amino-4-cianoformimidoilimidazoles 1.1. Os M
etoxicarbonil imidazoles 1.2 formam-se através da reacao de 1.1 com piridina e cloroformiato de etilo

[2, 3] (esquema 1.1).

H_ _OEt
NC_ _NH, OEY N
I EtO\’/ Et N. _CN
+ »
NC”~ “NH, H ]:
H,N~ “CN
DAMN TEOF 0.1
H_ OEt H_ _NHR; Ry

NH,

N.__CN NHR: N.__CN Peu <N |
\\

HN™ "CN H,N™ "CN NC
0.1 1.0 1.1
R1 R
N NH, Piridina N NH;
Q| CICOOE Q| \
N NH N — 7]/OCH2CH3
NC NC o
1.1 1.2

Esquema 1.1 - Sintese de imidato 0.1 e dos imidazoles 1.1 e 1.2
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1.1Sintese de 5-amino-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo
A sintese destas estruturas encontra-se bastante desenvolvida no grupo de investigacdo e permite obter
inimeras moléculas através da utilizacdo de diferentes aminas primarias, tanto alifaticas como

aromaticas (esquema 1.2).

H._ _OFEt H._ _NHR, R,

e e N NH,
NICN NH:R: N_ _CN <\ |
| I ]: 7 N NH
H,N~ CN HN" “CN NC
0.1 1.0 1.1

1.1.1 R.Ar()OMe, 100%
1.1.2 RA(9F, 77%
1.0.3 R.Ar(5)CN 1.1.3 R.Ar(5CN, 100%
1.1.4 R.CH.Ph, 72%
1.1.5 R.CH:, 69%
1.1.6 R.CH.CH.OH, 89%

Esquema 1.2 - Sintese de 5-amino- /Aimidazol-4-carbimidoilnitrilo 1.1.1 a 1.1.6

Na tabela 1.1 estao descritas as reacdes que permitiram obter os imidazoles necessarios para preparar
o0 reagente de partida dos trabalhos de investigacao desenvolvidos, os Metoxicarbonil imidazoles 1.2. As
reacoes de obtencao dos imidazoles 1.1 acontecem com rendimentos bons ou muito bons e com tempos
de reacao bastante satisfatorios. Na tabela estdo descritas duas formas de sintetizar as estruturas 1.1.
Um método no qual a reacao parte do imidato e acontece sem se isolar a amidina (uma reacdo em duas
etapas) e 0 método no qual a amidina é isolada, utilizando o solido para a reacao seguinte de ciclizacao
intramolecular. Optou-se pelo segundo método para a sintese do imidazole 1.1.3 para se obter melhores

rendimentos.
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Tabela 1.1 - CondicOes experimentais para a sintese de imidazoles 1.1

mmol mmol - n
Entrada R. RP NH.R. Condicoes Produto (%)
1 Ar(p)OMe 42,4 52,0 i) EtOH (20,0 mL), cloreto de 1.1.1 100

anilineo (cat.), ta, 18 h
ii) EtOH (10,0 mL), DBU
(7 gotas), ta, 18 h

2 Ar(p)F 42,6 42,6 i) EtOH (20,0 mL), cloreto de 1.1.2 77
anilineo (cat.), ta, 18 h
i) EtOH (10,0 mL), DBU
(7 gotas), ta, 18 h

3 Ar(p)CN 7,44 7,79 i) EtOH (15,0 mL), cloreto de 1.0.3 100
anilineo (cat.), ta, 4 dias
ii) EtOH (14,0 mL), DBU 1.1.3 100

(7 gotas), ta, 1h20min

4 CH:Ph 12,2 30,5 i) EtOH (2,0 mlL), cloreto de 1.1.4 72
anilineo (cat.), ta, 40 min
ii) Eter de petroleo (3,0 mL), EtOH
(1,0 mL), DBU (5 gotas), ta, 6 h

5 CH; 23,3 34,9 i) EtOH (8,0 mL), ta, 1 h 1.15 69
i) EtOH (6,0 mL), DBU (3 gotas),
4°C, 18 h

6 CH.CH.OH 10,6 15,8 i) EtOAc (20,0 mL), cloreto de 1.1.6 89

anilineo (cat.), 4°C, 6 h
ii) DBU (2 gotas), 4°C, 10 h

No método de uma reacdo em duas etapas aguarda-se que, por TLC, haja indicacao de que o reagente
de partida tenha sido consumido para se proceder a adicao do DBU. No primeiro passo destas reacoes
é utilizado o cloreto de anilineo como catalisador, com excecao da entrada 5, cuja incorporacao da amina
se apresenta muito rapida. O recurso a temperaturas mais baixas (entradas 5 e 6) acontece para

minimizar a degradacao dos produtos da reacao.

1.1.1. Caracterizacdo dos 5-amino-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilos 1.1

Os imidazoles 1.1 foram caracterizados por 'H RMN e por IV, tendo sido comparados com amostras

padrdo previamente sintetizadas.
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1.1.2. Proposta mecanistica para a sintese do 5-amino-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo 1.1

0 mecanismo proposto para a sintese dos imidazoles 1.1 tem inicio com o ataque nucleofilico da amina
primaria ao carbono ligado ao grupo etoxilo do imidato, seguindo-se depois a libertacdo de etanol para
originar a amidina 1.0. A ciclizacdo intramolecular acontece na presenca de base que promove o ataque

nucleofilico do nitrogénio da amidina ao carbono do grupo ciano, como se descreve no esquema 1.3.

H l\%m Ry NH
e — N.__CN Q|
N_CN |  NH,R; I _— N NH
(EtOH)
| H,N" “CN NC
NC™ “NH,
0.1 1.0 1.1

Esquema 1.3 - Proposta mecanistica para a sintese de imidazoles 1.1

1.2. Sintese de imidazolil cianometilenocarbamatos

A preparacao dos Metoxicarbonil imidazoles 1.2 exigiu diversos ensaios para otimizar as condicdes
experimentais para cada um dos produtos, uma vez que os resultados mostraram variacées para 0s

diferentes substituintes.

Ry Ry
N NH, Piridina ‘N NH»
QO CICOOEt QO
N NH N /'\‘7]/OCHZCH3
NC NC o
1.1 1.2

1.2.1 R.Ar(p)OMe, 96%
1.2.2 R.Ar(p)F, 88%
1.2.3 R.Ar(p)CN, 86%
1.2.4 R.CH:Ph, 58%
1.2.5 R.CH;, 100%

1.2.6 R.CH.CH.OH, 26%

Esquema 1.4 - Sintese de Metoxicarbonil imidazole 1.2.1 a 1.2.6
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Na tabela 1.2 estao descritas as condicdes que se revelaram mais eficientes. Todas as reacdes descritas
aconteceram na presenca de 1,5 equivalentes de piridina e 1,2 equivalentes de cloroformiato de etilo. A
adicdo lenta e as temperaturas baixas foram essenciais para evitar a formacao de produtos secundarios

nao desejados.

Tabela 1.2 - Condicdes experimentais para a sintese de Metoxicarbonil imidazoles 1.2

mmol - n
Entrada R. RP Condicoes Produto (%)
1 Ar(p)OMe 2,07 ACN (30,0 mL), piridina (1,5 eq), 1.2.1 96

CICOOEt (1,2 eq.), 0°C, 1hBmin

2 Ar(p)F 10,4 ACN (100,0 mL), piridina (1,5 1.2.2 88
eq), CICOOEt (1,2 eq.), 0°C,
adicdo, 4°C, 1h30min

3 Ar(p)CN 517 ACN seco (45,0 mL), piridina (1,5 1.23 86
eq), CICOOEt (1,2 eq.), 0°C, 7 h

4 CH:Ph 1,70 ACN (7,0 mL), piridina (1,5 eq), 1.2.4 58
CICOOEt (1,2 eq.), 0°C,
1h30min, 4°C, 2 dias

5 CH: 1,28 ACN (20,0 mL), piridina (1,5 eq), 1.2.5 100
CICOOEt (1,2 eq.), 0°C, 1hBmin

6 CH.CH.OH 8,94 ACN (50,0 mL), piridina (1,5 eq), 1.2.6 26
CICOOEt (1,2 eq.), -15°C, adicao,
4°C, 2h30min
Evaporacdo, DCM (40,0 mL),
4°C,
18 h

Os rendimentos foram bons ou muito bons, com excecdo da reacao indicada na entrada 6, na qual o
rendimento foi baixo. Para este substituinte encontraram-se dificuldades acrescidas decorrentes da
acilacdo competitiva no grupo OH do substituinte CH.CH.OH. Para aumentar a seletividade da Macilacao,
realizou-se a reacdo a -15° C. No entanto, ndo foi possivel evitar completamente a formacéo do produto
diacilado e foi necessario recorrer a uma purificacdo da mistura reacional por cromatografia em #lash

para isolar o produto Macilado 1.2.6 puro.
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1.2.1. Caracterizacdo dos imidazolil cianometilenocarbamatos 1.2

A caracterizacao das diferentes estruturas 1.2 foi feita através da determinacdo do ponto de fusdo e da

determinacdo da composicdo quimica dos compostos (tabela 1.3).

Tabela 1.3 - Dados fisicos e analiticos para os Metoxicarbonil Ry NH
N 2
imidazoles 1.2 -
N /NW/OCHQCHS
NC o
Formula Valores obtidos
Produto R. p.f. (°C) Mol | (calculados)
olecular C; H; N (%)
1.2.1 Ar(p)OMe 139-140 CisH1sN:=0s 57,40; 4,90; 22,40
(57,50; 4,83; 22,35)
1.2.2  Ar(pF 178 -179 Ci:H2NsFO. 55,76; 3,92; 23,12
(55,81; 4,01; 23,25)
1.2.3  Ar(gCN 190-192 CisH2NeO: 58,25; 4,28; 27,17
(58,44; 3,92; 27,26)
1.2.4 CH.Ph 162 - 163 CisHisN:O. 60,37; 4,88; 23,69
(60,60; 5,09; 25,56)
1.2.5 CH; 148 - 149 CsHuN:O: 46,62; 5,13; 31,84
(46,86; 5,01; 31,66)
1.2.6 CH.CH.OH 138-141 CroHiN:0s 47,72; 5,01; 27,61

(47,78; 5,20; 27,94)

Os dados fisicos e analiticos apresentados na tabela 1.3 confirmam as estruturas propostas para estes

compostos, assim como os espetros de 'H RMN, cuja informacao foi sintetizada na tabela 1.4.
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Tabela 1.4 - Dados de 'H RMN do AMetoxicarbonil imidazole 1.2 (DMSO-d) R;

N_5 NH>
2 |
N2 6/N7]/OCH20H3
NC o
Prod. R H-2 NH. OCH.CH: R. IV (Nujol) (cm?)
1.2.1 Ar(p)OMe 7,66 8,08 4,16 (2H; q; 7,0Hz) 7,46 (2H; d; 9,0 Hz) 3396 m, 3231 m,
(1H, s) (2H, sl) 1,25 (3H; t; 7,0 Hz) 7,14 (2H; d; 9,0 Hz) 2222 f, 1665 i,
3,88 (3H, s) 1629 i
1.2.2 Ar(pF 7,69 8,11 4,16 (2H; q; 7,0Hz) 7,61 (2H; dd; J=8,8 Hz; 3382 m, 3265 f,
(1H, s) (2H, sl) 1,25 (3H; t; 7,0 Hz) J=4,8 Hz) 22211, 16821,
7,46 (2H; t; ~8,8 Hz) 1630
1.2.3 Ar(pCN 7,77 8,22 4,16 (2H; q; 7,0Hz) 8,12 (2H; d; 8,8 Hz) 3378 m, 2231 m,
(1H, ) (2H, sl) 1,25 (3H;t; 7,0 Hz) 7,78 (2H; d; 8,8 Hz) 17321, 1686 i,
1633
1.2.4 CH:Ph 7,63 8,21 4,16 (2H; q; 7,0Hz) 7,38 (2H; t; 7,2 Hz) 3305 m, 3272 m,
(1H, s) (2H, sl) 1,24 (3H; t; 7,0 Hz) 7,31 (1H;t; 7,2 Hz) 3064 f, 3031 f,
7,24 (2H; d; 7,2 Hz) 2221 f, 1706 |,
5,19 (2H, s) 1636 f, 1581 i
1.25 CH: 7,48 8,09 4,15 (2H; q; 7,0Hz) 3,45 (3H, s) 3544 m, 2220 f,
(1H, s) (2H, sl) 1,24 (3H; t; 7,0 Hz) 1687 i, 1651 i
1.2.6 CH.CH:OH 7,48 8,20 4,15 (2H; q; 7,0Hz) 3,95 (2H; t; 5,0 Hz) 3332 m, 3225 m,
(1H, s) (2H, sl) 1,25 (3H;t; 7,0 Hz) 3,63 (2H; t; 5,0 Hz)) 3163 m, 3068 f,

5,20 (<1H, sl)

1665 m, 1648 m,

1641

Os sinais observados através da ressonancia magnética nuclear de H revelam um padrdo constante
para as diferentes estruturas isoladas, o que permite consolidar a atribuicao da estrutura proposta. O
atomo de hidrogénio ligado ao carbono 2 do anel de imidazole surge em desvios entre 6 7,48 e 7,77
ppm. Este intervalo reflete a diferente natureza do substituinte R., sendo o desvio mais alto
correspondente ao substituinte com um efeito retirador mais efetivo, o Ar(£)CN, e o desvio mais baixo
correspondente a situacdo contraria, o CHs. Os dois protdes do grupo 5-NH: aparecem em sinais largos
com desvios entre § 8,08 e 8,22 ppm. O grupo etoxilo praticamente ndo apresenta variacoes relativas
ao substituinte em R;, surgindo consistentemente como um quarteto a 6 4,15 e 4,16 ppm e um tripleto
ad 1,24 e 1,25 ppm. Os sinais dos substituintes R: surgem a desvios consistentes com estruturas
previamente caracterizadas e analogas a estas.

Nos espetros de infravermelho identifica-se uma banda de fraca intensidade entre 2220 e 2231 cm que

corresponde ao grupo ciano, sendo particularmente identificativo deste tipo de estruturas. Por outro lado,
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a presenca de uma banda entre 1630 e 1687 cm*que ndo se encontrava na estrutura percursora 1.1,
confirma a presenca do grupo funcional carbamato.
Finalmente os dados de espetroscopia de =C RMN registados na tabela 1.5 e os espetros de correlacdo

entre os atomos de carbono e de hidrogénio permitiram comprovar a estrutura atribuida a este composto.

Tabela 1.5 - Dados de *C RMN do Metoxicarbonil imidazole 1.2 Ri NH
NS5 2
(DMSO-c) 2 |
N2 6/'\‘7focH20|-|3
NC o
Prod. R. C-2 C-4 C-5 C-6 Cc=0 CN OCH.CH: R.
1.2.1 Ar(p)OMe 138,20 120,40 150,80 137,90 160,99 111,70 61,70  159,80; 126,20
1421 125,30; 115,11
55,62
1.2.2 Ar(pF 138,95 120,73 150,61 137,83 160,91 11161 61,78 162,24 (d;245,0 Hz);
14,22 116,90 (d;23,0 Hz)
128,39 (d;9,0 Hz);
129,10 (d;3,0 Hz)
1.2.3 Ar(pCN 137,22 120,73 150,05 137,93 160,80 111,81 6190  136,83; 134,20
14,24 126,51; 118,10;
115,05
1.2.4 CHPh 138,06 120,81 150,50 137,73 161,11 111,66 61,68  13559; 128,79
1425  127,86; 127,11
45,84
1.25 CH 138,90 121,30 151,50 137,51 16124 111,89 6166 29,60
14,32

1.2.6 CH.CH.OH 139,00 121,42 151,20 137,46 161,21 111,90 61,61 45,81; 58,70
12,32

O carbono 2 apresenta sinais consistentes entre & 137 e 139 ppm, intervalo caracteristico deste tipo de
derivados de imidazole e a mesma consisténcia se verifica para os restantes carbonos da molécula. Para
os carbonos que integram o anel de imidazole registam-se sinais entre § 120 e 121 ppm e entre § 150
e 151 ppm atribuidos a C-4 e C-5, respetivamente. O carbono 6, ligado ao anel de imidazole em C-4,
regista sinais a volta dos & 138 ppm e o carbono do grupo ciano a volta de § 112 ppm. O grupo etoxilo
surge com um padrdo reprodutivel entre & 62 ppm e § 12 ppm. Os desvios observados para os
diferentes substituintes em R: sdo consistentes com outras estruturas que incorporam as mesmas

unidades.
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1.2.2. Estabilidade da estrutura 1.2 em tubo de RMN

A estabilidade deste tipo de estruturas foi avaliada em tubo de RMN. Para o efeito, preparou-se uma

solucdo da estrutura 1.2.2 em DMSO-d5 (esquema 1.5).

F
N NH, DMSO-dt N N
H,CH
<\ | ta, 3 dias <\ I OCH,CH,
N /NYOCHchg ! N NH
NC 0 NC
1.2.2 1.2.2a

Esquema 1.5 - Evolucdo da estrutura 1.2.2 em tubo de RMN

Realizou-se um espetro de 'H RMN que foi repetido 3 dias depois. Verificou-se que houve uma evolucdo
resultante da migracéo do grupo etoxicarbonilo do nitrogénio iminico para o nitrogénio do grupo 5-amino

do anel de imidazole (figura 1.1).

F
H (0]
N N—< 3,90 1,07
8.00 <\ | OCH,CH3
N NH
NC

Figura 1.1 - Desvios quimicos de *H RMN em ppm para a estrutura 1.2.2a

1.2.3. Proposta mecanistica para a sintese do imidazolil cianometilenocarbamatos 1.2

A sintese destes imidazoles acontece por condensacao do grupo etoxicarbonilo do cloroformiato de etilo
com o nitrogénio do grupo iminico do imidazole 1.1 e na presenca de piridina, que vai ativar o ataque

nucleofilico e captar o HCI, como esta descrito no esquema 1.6.

22



Ri Ri

N (N.HZ Piridina N NH,
NTNhH \]29 (+HC) N /NW/OCHZC"%
+
NC OEt NC 0
1.1 1.2

Esquema 1.6 - Proposta mecanistica para a sintese de Metoxicarbonil imidazoles 1.2

1.3. Conclusodes

Neste capitulo foram preparados os imidazoles 1.1 com diversos substituintes em N-1 por um processo
que envolve trés etapas. Estes compostos foram posteriormente convertidos nos Atetoxicarbonil
imidazole 1.2 por reacao com cloroformiato de etilo.

As reac0es de sintese dos imidazoles 1.1 com substituintes arilo decorreram com rendimento bons ou
muito bons e em condicbes experimentais bastante reprodutiveis. No entanto, a introducdo de
substituintes alquilicos exigiu que se investisse no desenvolvimento de condicdes reacionais otimizadas,
particularmente para o substituinte hidroxialquilo, uma vez que este produto € mais instavel.

E de salientar a quantidade de novas estruturas preparadas que contribuiu para a diversidade estrutural
dos produtos obtidos ao longo deste trabalho, ajudando também a provar a generalidade dos métodos

de sintese.
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1.4. Parte experimental

1.4.1 Sintese de 5-amino-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo 1.1

Procedimento geral

Uma mistura reacional de imidato 0.1 com aminas ou aminoalcoois (1,0 a 3,7 eq) em etanol ou acetato
de etilo e catalise de cloreto de anilineo (exceto para R.=CH:) foi deixada sob agitacdo. (Isolou-se a
amidina para 1.1.3 e 1.1.7) Adicionou-se DBU (2 a 7 gotas) e a mistura reacional continuou sob

agitacao. O produto isolado foi identificado como sendo 1.1.

H-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo 1.1.1

A uma suspensao de imidato 0.1 (6,96 g; 42,4 mmol) em etanol (20 —0

mL) foi adicionada panisidina (6,39 g; 52 mmol) e uma quantidade

catalitica de cloreto de anilineo. Deixou-se a mistura reacional sob

agitacao a temperatura ambiente. Dezoito horas apds o inicio da reacao, <\ | \H
por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido NG
consumido e adicionou-se DBU (7 gotas) e mais etanol (10 mL). Dezoito

horas depois, o solido bege foi filtrado e lavado com etanol e éter etilico.

O produto foi isolado e identificado como sendo 1.1.1 (10,2 g; 42,4

mmol; 100 %).

H-amino-1-(4-fluorofenil)-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo 1.1.2

A uma suspensao de imidato 0.1 (6,99 g; 42,6 mmol) em etanol (20 F
mL) foi adicionada pfluoranilina (4,08 mL; 42,6 mmol) e uma
quantidade catalitica de cloreto de anilineo. Deixou-se a mistura

reacional sob agitacdo a temperatura ambiente. Dezoito horas apos o <\ | NH:IH
inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida NG
havia sido consumido e adicionou-se DBU (7 gotas) e mais etanol (10

mL). Dezoito horas depois, o solido cinza foi filtrado e lavado com etanol

e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo 1.1.2

(7,50 g; 32,8 mmol; 77 %).
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H-amino-1-(4-cianofenil)-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo 1.1.3

A uma suspensao de imidato 0.1 (1,22 g; 7,44 mmol) em etanol (15
mL) foi adicionada 4-aminobenzonitrilo (0,92 g; 7,79 mmol) e uma
quantidade catalitica de cloreto de anilineo. Deixou-se a mistura
reacional sob agitacao a temperatura ambiente. Quatro dias apds o inicio
da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia
sido consumido e isolou-se a amidina 1.0.3 (1,27 g; 5,38 mmol; 72 %).
Esta amidina foi suspensa em etanol (14 mL) adicionou-se DBU (7 gotas)
e deixou-se a mistura sob agitacao a temperatura ambiente. Uma hora e
20 minutos depois, o sélido bege foi filtrado e lavado com etanol e éter
etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo 1.1.3 (1,27 g;

5,38 mmol; 100 %).

H-amino-1-benzil-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo 1.1.4

A uma quantidade de imidato 0.1 (2,00 g; 12,2 mmol) foi adicionada
benzilamina (3,34 mL; 30,5 mmol) e uma quantidade catalitica de
cloreto de anilineo. Deixou-se a mistura reacional sob agitacao a
temperatura ambiente. Quarenta minutos apés o inicio da reacao, por
TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido
consumido e adicionou-se DBU (5 gotas), éter de petrdleo (3 mL) e etanol
(1 mL). Seis horas depois, o sélido bege foi filtrado e lavado com etanol
e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo 1.1.4

(1,96 g; 8,72 mmol; 72 %).

H-amino-1-metil-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo 1.1.5

A uma suspensao de imidato 0.1 (3,82 g; 23,3 mmol) em etanol (8 mL)
em banho de gelo foi adicionada metilamina (1,20 mL; 34,9 mmol).
Deixou-se a mistura reacional sob agitacao a temperatura ambiente.
Uma hora apds o inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o
reagente de partida havia sido consumido e adicionou-se DBU (3 gotas)

e mais etanol (6 mL). Deixou-se a mistura sob agitacdo a 4°C. Dezoito
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horas depois, o solido bege foi filtrado e lavado com etanol e éter etilico.
O produto foi isolado e identificado como sendo 1.1.5 (2,40 g; 16,1
mmol; 69 %).

H-amino-1-(2-hidroxietil)-1 Aimidazole-4-carbimidoilnitrilo 1.1.6

A uma suspensao de imidato 0.1 (1,73 g; 10,5 mmol) em acetato de HOH,CH,C

NH
N 2
etilo (20 mL) em banho de gelo foi adicionada etanolamina (0,96 mL; <\ ’
NH
15,9 mmol) e uma quantidade catalitica de cloreto de anilineo. Deixou- N
NC

se a mistura reacional sob agitacdo a 4°C. Seis horas ap6s o inicio da
reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia
sido consumido e adicionou-se DBU (2 gotas). Dez horas depois, o s6lido
bege foi filtrado e lavado com acetato de etilo, etanol e éter etilico. O
produto foi isolado e identificado como sendo 1.1.6 (1,68 g; 9,39 mmol;

89 %).

1.4.2 Sintese de imidazolil cianometilenocarbamatos 1.2

Procedimento geral

Uma mistura reacional de 1.1 com piridina (1,5 eq) e cloroformiato de etilo (1,2 eq), em acetonitrilo ou

etanol, foi deixada sob agitacdo a 0°C ou a 4°C. O produto isolado foi identificado como sendo 1.2.

((5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il) (ciano)metileno)carbamato de etilo 1.2.1

A uma suspensao de 1.1.1 (0,50 g; 2,07 mmol) em acetonitrilo -0

(30 mL) em banho de gelo foi adicionada piridina (0,25 mL; 3,13

mmol) e cloroformiato de etilo (0,24 mL; 2,50 mmol) muito

lentamente. Deixou-se a mistura reacional sob agitacdo a 0°C. A <\ |

N__OCH,CH
suspensao inicial deu lugar a uma suspensao amarela, depois a - 7]/ ¥

NC 0O
uma solucao castanha clara da qual precipitou solido amarelo.

Uma hora e 5 minutos apds o inicio da reacao, por TLC, houve
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. O

solido amarelo foi filtrado e lavado com diclorometano frio e éter
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etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo 1.2.1

(0,62 g; 1,98 mmol; 96 %).

((5-amino-1-(4-fluorofenil)-1 Aimidazol-4-il)(ciano)metileno)carbamato de etilo 1.2.2

A uma suspensao de 1.1.2 (2,38 g; 10,4 mmol) em acetonitrilo F
(100 mL) em banho de gelo foi adicionada piridina (1,26 mL;

15,6 mmol) e cloroformiato de etilo (1,20 mL; 12,5 mmol) muito

N NH,
lentamente. Deixou-se a mistura reacional sob agitacdo a 4°C. A <\ ];/
N N _OCH,CH
suspensao inicial deu lugar a uma suspensao amarela. Uma hora NC/ 77/ 2¥tis
O

e 30 minutos apés o inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias
de que o reagente de partida havia sido consumido. O sélido
amarelo foi filtrado e lavado com diclorometano frio e éter etilico.
O produto foi isolado e identificado como sendo 1.2.2 (2,78 g;
9,17 mmol; 88 %).

((5-amino-1-(4-cianofenil)-1 Aimidazol-4-il) (ciano) metileno)carbamato de etilo 1.2.3

A uma suspensao de 1.1.3 (1,22 g; 5,17 mmol) em acetonitrilo NC
seco (45 mL) em banho de gelo foi adicionada piridina (0,62 mL;

7,73 mmol) e cloroformiato de etilo (0,59 mL; 6,18 mmol) muito

N NH,
lentamente. A suspensdo inicial deu lugar a uma suspensao <\ |
o . NN, _OCH,CH,

amarela. Sete horas apds o inicio da reacdo, por TLC, houve NG 7]/

O
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. O
sélido amarelo foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico.
O produto foi isolado e identificado como sendo 1.2.3 (1,37 g;
4,45 mmol; 86 %).
((5-amino-1-benzil-1 Aimidazol-4-il) (ciano)metileno)carbamato de etilo 1.2.4
A uma suspensao de 1.1.4 (0,38 g; 1,69 mmol) em acetonitrilo @\\
(7 mL) em banho de gelo foi adicionada piridina (0,20 mL; 2,53 N NH,
mmol) e cloroformiato de etilo (0,19 mL; 2,03 mmol) muito <\ ‘

NN =N _OCH,CH,

lentamente. A suspensao inicial deu lugar a uma solucdo e foi NG 707/

deixada sob agitacdo a 0°C durante 1 hora e 30 minutos e a 4°C

27



durante 2 dias. Durante este periodo comegou a precipitar sélido.
Por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia
sido consumido. O solido amarelo foi filtrado e lavado com
acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como

sendo 1.2.4 (0,29 g; 0,98 mmol; 58 %).

((5-amino-1-metil-1 Aimidazol-4-il) (ciano)metileno)carbamato de etilo 1.2.5

A uma suspensao de 1.1.5 (0,19 g; 1,28 mmol) em acetonitrilo
(20 mL) em banho de gelo foi adicionada piridina (0,16 mL; 1,94
mmol) e cloroformiato de etilo (0,15 mL; 1,55 mmol) muito
lentamente. A suspensao inicial deu lugar a uma solucdo e foi
deixada sob agitacao a 0°C. Uma hora e 5 minutos apds o inicio
da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de
partida havia sido consumido. Evaporou-se a solucéo até se obter
um oleo do qual precipitou sélido. Adicionou-se éter etilico e o
solido amarelo foi filtrado e lavado com diclorometano frio e éter
etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo 1.2.5

(0,28 g; 1,28 mmol; 100 %).

HaC

N_ NH,

QO

N /N7]/OCHZCH3
NC 0O

((5-amino-1-(2-hidroxietil)-1 Aimidazol-4-il) (ciano)metileno)carbamato de etilo 1.2.6

A uma suspensao de 1.1.6 (1,60 g; 8,94 mmol) em acetonitrilo
(50 mL), a-15°C e sob corrente de azoto, foi adicionada piridina
(1,08 mL; 13,4 mmol) e cloroformiato de etilo (1,02 mL; 10,7
mmol) muito lentamente. Deixou-se a mistura reacional sob
agitacao a 4°C. A suspensdo inicial deu lugar a uma solucao.
Duas horas e 30 minutos apds o inicio da reacao, por TLC, houve
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido.
Adicionou-se silica a solucao e evaporou-se o solvente. Colocou-
se a amostra solida sobre uma coluna de silica e recolheram-se
solucbes apos passagem de éter de petrdleo, éter etilico,
diclorometano, acetato de etilo e acetona sob vacuo. Concentrou-

se a solucao de acetona e obteve-se um 6leo do qual precipitou
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sélido. O sélido amarelo foi filtrado e lavado com diclorometano
frio e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo

1.2.6 (0,58 g; 2,31 mmol; 26 %).
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CAPITULO 2.
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2. REACAO DE IMIDAZOLIL CIANOMETILENOCARBAMATOS COM HIDRAZINA E
HIDROXILAMINA E POSTERIOR CICLIZACAO

2.1. Reacao de imidazolil cianometilenocarbamatos com hidrazina e hidroxilamina

Foi avaliada a reatividade do reagente de partida 1.2 com hidrazina e hidroxilamina. Estudos
preliminares indicavam que estes nucledfilos, quando neutralizados, podem substituir o grupo ciano,
com posterior ciclizacdo intramolecular, dando origem ao imidazolil triazole 2.1.1 e ao imidazolil

oxadiazole 2.1.3 (esquema 2.1).

N_NHz Ry N__NH,

N NH
Q| NH.NH. N 2 NH.OH Q|
N~ _N Q N N
NH < N /’\‘77/OCH20H3 —

- \O
HN HN
X NC 0O A
0]
2.1.1 1.2 2.1.3
Esquema 2.1 - Sintese de imidazolil triazoles 2.1.1 e de imidazolil oxadiazoles 2.1.3
2.1.1. Sintese de imidazolil triazoles
O imidazolil triazole 2.1.1 foi obtido a partir da reacao do Metoxicarbonil imidazole 1.2 com hidrazina
mono-hidratada ou com hidrazina na forma de cloreto. As reacdes de 1.2 com a hidrazina mono-

hidratada foram muito rapidas e permitiram isolar diretamente os imidazolil triazoles com rendimentos

muito bons ou mesmo excelentes, como se pode verificar no esquema 2.2.
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Ry

R F NH
\ N 2
NH
N 2 NH.NH..H.0 QO
Q| N“N_N
NC 0O \Kg)
1.2 2.1.1

2.1.1.1 R. Ar()OMe, 87%
2.1.1.2 R, Ar(gF, 100%
2.1.1.3 R. CH.CH.OH, 72%

Esquema 2.2 - Sintese de imidazolil triazoles de 2.1.1.1 a 2.1.1.3

Na tabela 2.1 estdo descritas as condicdes reacionais utilizadas para a reacado do imidazole 1.2 com a
hidrazina mono-hidratada. A reacdo com esta hidrazina em etanol foi bastante eficiente porque este
solvente permite a precipitacdo do imidazolil triazole, conduzindo a obtencao do produto final puro e em
pouco tempo, mesmo quando a reacao acontece em banho de gelo. Tentou-se acompanhar a reacao
em tubo por '*H RMN, mas no espetro de protdo verificou-se que a formacado do triazole foi imediata,

observando-se apenas a libertacao de etanol.

Tabela 2.1 - Condicdes experimentais para a sintese do imidazolil triazole 2.1.1 a partir da reacao

do imidazole 1.2 com hidrazina mono-hidratada

mmol mmol n
Entrada R. Condicdes Produto
RP hidrazina (%)
1 Ar(p)OMe 1,29 2,57 EtOH (4,5 mL), 0°C, 20 min 2.1.1.1 87
2 Ar(p)F 0,50 1,00 EtOH (3,0 mL), 0°C, 40 min 2.1.1.2 100
3 CH.CH-OH 0,39 0,78 EtOH (4,0 mL), 0°C, 2h30 min, 4°C, 2.1.1.3 72
14 h

33



2.1.1.1. Caracterizacdo dos imidazolil triazoles 2.1.1

O imidazolil triazole 2.1.1 foi sintetizado com trés substituintes distintos em N-1, evidenciando a
reprodutibilidade da reacdo do imidazole com a hidrazina mono-hidratada. Os trés compostos foram

devidamente caracterizados e identificados e os dados fisicos e analiticos estéo registados na tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Dados fisicos e analiticos para os imidazolil triazoles Ri NH
N 2
2.1.1 QO
N _N
NH
HN\«
0
Valores obtidos
Foérmula
Produto R. p.f. (°C) (calculados)
Molecular
C; H; N (%)
2.1.1.1 Ar(p)OMe >316° CH:N:O: 52,75; 4,60; 30,88
(52,94, 4,44; 30,87)
2.1.1.2 Ar(p)F >324 4 CuHsN:FO 260,0825 v
(260,0822)
2.1.1.3 CH:CH:OH >290 2 C/HuNe0..1/4H:0 39,63; 5,10; 38,95

(39,16; 4,93; 39,14)

a) Ocorre degradacao; b) HRMS [M + 1]

Na tabela 2.3 é possivel analisar os dados de 'H RMN que permitem identificar cada uma das espécies

isoladas, assim como os dados obtidos por IV.
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Tabela 2.3 - Dados de *H RMN e IV dos triazoles 2.1.1 R

]
N_5 NH,
(DMSO-ct) 24 |
NN
NH
AN~
0]
Prod. R. H-2 NH. NH NH R IV (Nujol) (cm-)
2.1.1.1 Ar(p)OMe 7,39 5,22 11,20 11,57 7,42 (2H; d; 8,7 Hz) 3428 f, 3331 f, 3102
(IHs) (2Hs) (IH,s) (IHs) 7,08 (2H: d: 8,7 H) m, 1715, 1634 i
3,81 (3H; s; OMe)
2.1.1.2 Ar(pF 7,46 5,29 9,54 11,18 7,57 (2H; dd; /=9,0 Hz; 3434 m, 3402 m, 3338
(IH,s)  (2H.s) (IH.s) (Hs) /=48 Ho) m, 3316 m, 3110,

7,40 (2H; t; £9,0 Hz) 1908 f, 17101, 1633,
1596 m, 1569 m

2.1.1.3 CH:CH:OH 7,19 5,26 10,40 11,08 3,87 (2H; t; 5,1 Hz) 3392 i, 3312 i, 3314 |,
(1H, s) (2H,s)  (1H,sl)  (l1H;sl) 3,63 (2H;t; 5,1 Hz) 16891, 1634 i
5,06 (1H, sl)

O protdo ligado a C-2 apresenta-se na forma de singleto estreito entre § 7,19 e 7,46 ppm e o grupo 5-
NH: surge como singleto a integrar para dois protdes de § 5,22 a 5,29 ppm. As ligeiras variacoes nos
sinais atribuidos aos protdes NH devem-se a possibilidade de diferentes formas tautoméricas.

O grupo carbonilo é facilmente detetado no espetro de IV com bandas intensas entre 1689 e 1715 cm?

Os resultados da analise do espetro de =C RMN sdo apresentados na tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Dados de =C RMN dos imidazolil triazoles 2.1.1 (DMSO-¢) R4
N 5 NH2
X
NN
NH
HN\\<
(0]
Produto R. C-2 C-4 C5 C-6 Cc=0 R.

2.1.1.1  Ar(gOMe 131,01 108,10 137,91 14432 15566 159,00 (Co); 114,97 (Cm)
126,36 (Co); 127,34 (C)
55,53 (OMe)

2.1.1.2 Ar(p)F 131,00 108,43 137,74 144,23 155,64 160,21 (d; 242,0 Hz) (Cp),
116,53 (d; 17,1 Hz) (Cm),
127,05 (d; 6,5 Hz) (Co),
130,90 (d; 1,2 Hz) (C)
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Produto R. C-2 C-4 C-5 C-6 Cc=0 R.

2.1.1.3 CH.CH.OH 131,50 107,64 138,21 144,65 155,78 59,92 (CH:.0)
45,66 (CH:N)

Na tabela 2.4 nota-se um padrado reprodutivel entre os sinais obtidos para as trés espécies isoladas. Os
sinais mostram-se consistentes entre si e sdo caracteristicos de estrutras de imidazole. Para além disso,
as correlacdes obtidas permitiram propor com seguranca a estrutura proposta para o triazole 2.1.1.
Com base nos espetros de HMBC foi possivel confirmar que o C-2 apresenta sinais entre § 131 e 132
ppm, o C-4 surge por volta dos § 108 ppm, o C-5 por volta dos § 138 ppm e 0 C-6 entre § 144 e 145

ppm. Para o carbono do grupo carbonilo registam-se sinais por volta de § 156 ppm.

2.1.2. Isolamento do intermediario na sintese do imidazolil triazole

Nas reacoes testadas com o sal de cloreto de hidrazina, a condensacao foi mais lenta e foi isolado um

intermediario que foi caracterizado e identificado como 2.1.0 (esquema 2.3).

R
R N
T s o
< NHNHHCL (] Q I@/
\ + N N
N =\
N /N7]/OCH2CH3 —_— N = \N/OCHZCHS HN NH
NC e} +H3N/NH (0] y
1.2 2.1.0 2.1.1
2.1.0.1 R: Ar(p)OMe 2.1.1.1 R: Ar(p)OMe, 33%

Esquema 2.3 - Sintese de imidazolil triazoles 2.1.1.1 e respetivo intermediario 2.1.0.1

Apesar das condicdes descritas na tabela 2.5 mostrarem reacées demoradas e de baixo rendimento,

esta abordagem foi importante porque permitiu desvendar o mecanismo reacional envolvido na sintese

do triazole 2.1.1.
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Tabela 2.5 - Condicdes experimentais para a sintese do imidazolil triazole 2.1.1 e do respetivo

intermediario 2.1.0

Entrad mmol mmol n?
R. Condicdes Produto

a RP hidrazina (%)

1 Ar(p)OMe 0,38 0,47 EtOH/H.0 (3,0 mL:0,5 mL), 2.1.0.1 (66%) 3
0°C, 1 h, ta, 2 dias +2.1.1.1 (34%)

2 Ar(p)OMe 0,35 0,88 DCM/H:0 (7,0 mL:1,0 mL), 1.2.1 (67%) -
ta, 13 dias; + 2.1.0.1 (33%)

3 Ar(p)OMe 0,31 0,75 DMF/H.0 (2,0 mL:0,5 mL), 2.1.0.1 (52%) 6
0°C, 2 dias, ta, 5 dias +2.1.1.1 (48%)

4 Ar(p)OMe 0,45 0,88 DMF/H.0 (0,6 mL:0,6 mL), 2.1.0.1 (39%) 2
21°C, 7 dias +2.1.1.1 (61%)

5 Ar(p)OMe 1,05 1,17 i) EtOH/H.0 (4,0 mL:1,0 mL), 2.1.0.1 (77%) 33
30-40°C, 3 dias (1F) +2.1.1.1 (23%)
ii) Solucdo-mae, EtOH (10,0 (1F)
mL), EtN (2 eq), 40°C, 9 dias 2.1.1.1 (2F)
(2F)

6 Ar(p)OMe 0,48 0,58 MeOH (2,0 mL), ta, 3 dias 2.1.0.1 (79%) 6

+2.1.1.1 (21%)

a) Rendimento calculado com base na quantidade de produto 2.1.1 obtido

Na tentativa de encontrar o melhor solvente para esta reacao avaliou-se a solubilidade da hidrazina na
forma de sal, NH.NH:.HCI, e percebeu-se que este sélido apenas se dissolve totalmente em agua, que é
pouco soluvel em EtOH, MeOH ou DMF e que ¢ praticamente insoltivel em DCM. Uma vez que o imidazole
de partida nao ¢ soltvel em agua, recorre-se a utilizacdo de misturas de agua com diferentes solventes.
As reacoes mostraram-se lentas e foram isoladas misturas compostas pelo imidazolil triazole 2.1.1 e
por um outro produto ao qual foi atribuida a estrutura 2.1.0. A analise da mistura obtida por *H RMN
demonstrou que a proporcao de imidazolil triazole na mistura isolada foi maior nos ensaios em que foi
utilizada uma maior quantidade de agua (entrada 4). Quando foram utilizadas misturas de agua e etanol,
ou apenas metanol, o intermediario 2.1.0 apresentou-se como o componente maioritario da mistura
isolada. Na entrada 4, a presenca de mais agua na mistura reacional podera estar a favorecer o equilibrio
dos sais de amonio com as correspondentes formas neutras de 2.1.1, e, consequentemente, levar a
formacao de maior quantidade de triazole.

Na entrada 2 descreve-se uma reacdo que aconteceu em duas fases. Da fase organica apenas se

recolheu reagente de partida e da fase aquosa recolheu-se uma mistura de reagente de partida e de
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intermediario. Neste ensaio, a reduzida solubilidade do NH.NH..HCI na mistura impediu a reacao de se
completar. No entanto, apesar do reagente de partida 1.2 ser muito pouco soltvel em agua, ainda foi
possivel isolar uma pequena porcdo de intermediario 2.1.0.1.

Na entrada b, apos isolamento da primeira fracao por filtracdo, procedeu-se a adicdo de 2 equivalentes
de Et:N a solucdo-mae, a qual deveria conter intermediario e o imidazolil triazole que nao foram isolados
na primeira fracdo. Com base neste teste, pode inferir-se que o facto de apenas se ter isolado triazole na
segunda fracdo é uma prova de que a base neutralizou o intermediario, permitindo o ataque nucleofilico
ao grupo carbonilo e respetiva ciclizacdo intramolecular. Esta hipotese foi comprovada fazendo a adicao
de DBU a mistura solida obtida na primeira fracao desta reacdo, uma vez que conduziu & conversao do
intermediario em imidazolil triazole.

Na entrada 6 a reacao aconteceu unicamente em MeOH que, apesar de pouco dissolver a hidrazina,
permitiu a ocorréncia da substituicao do grupo ciano, nao se obtendo, no entanto, uma proporcao

significativa de triazole.

2.1.2.1. Caracterizacdo do intermediario do imidazolil triazole 2.1.0

A partir das misturas de intermediario e imidazolil triazole que foram obtidas, foi possivel caraterizar por
'H RMN e =C RMN a estrutura 2.1.0.1, assim como a estrutura obtida por posterior ciclizacdo

intramolecular, o imidazolil triazole 2.1.1.1.

Tabela 2.6 - Dados de *H RMN e IV do intermediario 2.1.0 (DMSO- R,:l NH,
) Q|
N /N7rooH20H3
#HgN- N O
v
Prod. R. H-2 NH. NH OCH.CH: R. (Nujol)
(cm:)

2.1.0. Ar(pOMe 7,26 5,95 8,94 4,00 (2H; q; 7,2 Hz) 7,42 (2H; d; 8,7 Hz) a)
1 (1H, s) (2H, s) (I1H,s) 1,15 (3H;t; 7,2 Hz) 7,12 (2H; d; 9,0 Hz)
3,82 (3H; s; OMe)

a) a amostra corresponde a uma mistura
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Uma vez que o imidazolil triazole 2.1.1.1 foi isolado puro por um outro método, os seus dados de
caracterizacdo por RMN permitiram identificar nestas misturas os sinais pertencentes a estrutura de
triazole e foi facil reconhecer os sinais de 'H e de *C RMN referentes a estrutura 2.1.0.1. Por se tratar
de uma mistura, o intermediario 2.1.0.1 nao foi caracterizado por IV, AE ou pf.

Os dados da tabela 2.6 traduzem os sinais caracteristicos de um imidazole, com um sinal do protao
H-2 a surgir como singleto a § 7,26 ppm. ldentifica-se outro singleto, que também integra para um
protao, a & 8,94 ppm atribuido a um protdo NH que deve estar ligado por pontes de hidrogénio ao atomo
de oxigénio do grupo carbonilo. Observa-se ainda um terceiro singleto, a § 5,94 ppm, que integra para
dois protdes, tendo sido atribuido ao grupo 5-NH.. Os sinais do grupo etoxilo que evidenciam a presenca
de uma espécie anterior a ciclizacao, surgem na forma de um quarteto que integra para dois protoes a
6 4,00 ppm e de um tripleto que integra para trés protdes a & 1,15 ppm, atribuidos aos sinais de CH. e
CH;:, respetivamente. O substituinte em N-1 surge na forma de dois dupletos para os protdes aromaticos
ad 7,42 e 7,12 ppm e de um singleto a 6 3,82 ppm que integra para trés protdes, correspondentes ao
grupo metoxilo em posicédo para. Os restantes protdes NH, por serem muito acidicos, ndo séo visiveis no
espetro.

Na tabela 2.7 sao apresentados os desvios quimicos resultantes da analise do espetro de “C RMN e

respetivas correlacdes.

Tabela 2.7 - Dados de =C RMN do intermediario Ry
N5 NH;
2.1.0 (DMSO-a) 2<\ |
N-Z G/NW/OCHQCHS
+H3N’NH O
OCH.
Prod. R. C-2 C-4 C5 C-6 C=0 CH R.

2.1.0.1 Ar(p)OMe 130,09 114,03 141,07 160,86 153,21 60,29 1589 (Cp); 114,9 (Cm)
14,44 1276 (Co); 127,3 (C/)
55,5 (OMe)

Os sinais dos carbonos que constituem o anel de imidazole C-2, C-4 e C-5, surgema 6 131 ppm, 6 114
ppm e 6141 ppm, respetivamente. O carbono 6 surge a 6 161 ppm e o carbono do grupo carbonilo a

6 153 ppm.
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2.1.2.2 Proposta mecanistica para a sintese do imidazolil triazole 2.1.1

Os testes efetuados nas reacdes entre o Metoxicarbonil imidazole 1.2 e a hidrazina na forma de sal
foram fundamentais no entendimento da reatividade destas estruturas. O facto de ter sido possivel criar
condicdes que permitiram o isolamento e a identificacdo do intermediario 2.1.0 contribuiram para a

construcao da proposta de mecanismo que esta subjacente a sintese dos triazoles 2.1.1.

R,
NH, N NH
<\ ];/,. NHoNH, | N-COOCH,CH, o & I{

OCH,CHs NN _OCH,CH,
r~ (- HCN) NH bE
NC(N ~NH, H,N" O
H
1.2
e T+
NH,NH;
R
R i1
R N NH
N NH, N NHz <\NI 2
S ]%/ <\NI@/N - NN
OCH,CHj4 - EtOH
R . NH (- EOH)
OCH,CH
H3I¢I’N o) \\g zé 23
H
2.1.0 2.1.1

Esquema 2.4 - Proposta mecanistica para a sintese de imidazolil triazoles 2.1.1

Assim, no esquema 2.4 propde-se um mecanismo para esta reacdo que comeca com 0 ataque
nucleofilico da hidrazina ao grupo ciano e é seguida de libertacdo de cianeto de hidrogénio. A ciclizacdo
intramolecular acontece posteriormente, mas apenas quando a espécie intermediaria se encontra na
forma neutra. Uma evidéncia relevante para sustentar esta hipdtese foi obtida quando se repetiu o
espetro de 'H RMN de uma mistura de intermediario 2.1.0.1 (66%) e imidazolil triazole 2.1.1.1 (34%)
apds 10 dias e depois, novamente, apés 1 més, pois verificou-se que a proporcao entre intermediario e
imidazolil triazole se manteve constante. Assim, presume-se que a ciclizacdo intramolecular sé acontece

quando o intermediario 2.1.0 é neutralizado. A ciclizacao ocorre por ataque nucleofilico do grupo amino
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livre da hidrazina ao carbono carbonilico, com formac&o de um intermediario tetraédrico que evolui para

2.1.1 por eliminacao de etanol.

2.1.3 Sintese de imidazolil oxadiazoles

A reatividade do cloreto de hidroxilamoénio com o imidazole 1.2 foi avaliada e testada no sentido de se

confirmar a possibilidade de substituicdo do grupo ciano, com posterior ciclizacdo intramolecular, a

semelhanca da reatividade demonstrada pela hidrazina.

Ry
N_ _NH,
Q|
N /N77/OCHZCH3
NC o
1.2

NH.OH.HCI

Ry
N__NH;
Q|
NN =N
g 0
HN
i
2.1.3

2.1.3.1 R. Ar(pOMe, 100%
2.1.3.2 R. Ar(oF, 92%
2.1.3.3 R CH.CH.OH, 54%

Esquema 2.5 — Sintese de imidazolil oxadiazoles 2.1.3.1 a 2.1.3.4

Para o efeito, combinaram-se os imidazole 1.2 com NH.OH.HCI na presenca de base. As condicoes em

gue decorreram estas reacoes apresentam-se resumidas na tabela 2.8.

Tabela 2.8 - Condicdes experimentais para a sintese dos imidazolil oxadiazoles 2.1.3

mmol mmol n
Entrada R. Condicoes Produto
RP hidroxilamina (%)
1 Ar(p)OMe 0,35 1,29 DCM (3,0 mL), KOH (1M, 1,0 2.1.3.1 11
eq), ta, 3 dias,
H.0 e DCM antes da filtracao
2 Ar(p)OMe 0,35 1,15 DCM (7,0 mL), KOH (1M, 3,2 2.1.3.1 83
eq), H.0 (0,5 mL), ta, 3 dias
3 Ar(p)OMe 1,85 5,76 DCM (18,0 mL), KOH (1M, 2.1.3.1 100

3,1 eq), ta, 2 dias

41



mmol mmol n
Entrada R. Condicoes Produto

RP hidroxilamina (%)

4 Ar(p)OMe 0,35 1,15 H.0 (2,0 mL), EtOH (1,0 mL), 2.1.3.1 74
KOH (1M, 3,3 eq), ta, 6 dias

5 Ar(p)OMe 0,48 1,44 ACN (3,0 mL), Et:N (4,1 eq), 2.1.3.1 90
ta, 18 h

6 Ar(p)F 0,76 1,58 ACN (3,5 mL), Et:N (2,3 eq), 2.1.3.2 45
ta,1diael7h (2F - sal)

7 Ar(p)F 0,66 1,73 ACN (3,5 mL), Et:N (3,0 eq), 2.1.3.2 70
ta, 3 dias

8 Ar(p)F 0,83 2,01 EtOH (3,5 mL), EtN (3,1 eq), 2.1.3.2 51
ta, 19 h

9 Ar(p)F 0,79 1,73 ACN (2,0 mL), Et:N (3,0 eq), 2.1.3.2 92
ta,1diae18h

10 Ar(p)F 0,76 1,15 ACN (3,0 mL), Et:N (3,0 eq), 2.1.3.2 50
ta, 22 h

11 Ar(p)F 1,23 2,45 ACN (2,0 mL), Et:N (3,1 eq), 2.1.3.2 63
ta, 3 dias

12 CH.CH.OH 0,26 0,29 ACN (5,0 mL), Et:N (1,1 eq), 2.1.3.3 54
ta, 3 dias

Uma vez que a hidroxilamina ¢ utilizada na sua forma de sal, foi necessario selecionar a base e criar
condicOes para que a reacao tivesse lugar. As reacdes descritas nas entradas de 1 a 3 aconteceram em
duas fases, uma vez que foi utilizada solucdo aquosa de KOH 1M e o solvente utilizado foi o DCM. Apesar
do produto obtido ser insoluvel em agua, as reacdes que decorreram nestas condicdes foram demoradas.
Possivelmente, o tempo de reacéo estava condicionado pela baixa solubilidade do imidazole de partida
em agua. No entanto, o rendimento obtido para estas condicdes melhorou a medida que se foi
aumentando o numero de equivalentes de hidroxilamina e de base e foi possivel isolar o produto com
um rendimento de 100% (entrada 3).

As condicdes testadas na entrada 4, que envolveram a utilizacdo de uma mistura de H.O e EtOH como
solventes, nao resolveram a questdao do tempo, tendo a reacao demorado seis dias a acontecer.
Novamente, o facto de o imidazole de partida ser insoluvel em agua pode ter determinado um tempo
acima do esperado para a reacdo. No entanto, a pequena porcao de EtOH adicionado contribuiu para
gue a reacao acontecesse, mas com menor rendimento, uma vez que o produto € parcialmente soltvel

neste solvente.
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As condicdes descritas na entrada 5 correspondem a uma otimizacdo dos resultados anteriores, com a
reacao a acontecer em apenas dezoito horas e com bom rendimento. O uso de ACN como solvente, no
qual o reagente de partida é apenas parcialmente soluvel e que faz precipitar o produto, foi determinante,
assim como a utilizacao de uma base organica, a Et:N.

No estudo da reatividade da hidroxilamina com o imidazole substituido em N-1 com o grupo aromatico
Ar(p)F manteve-se a mesma abordagem. Os diferentes valores obtidos para o rendimento das diferentes
reacdes devem estar relacionados com a lavagem efetuada ao solido recolhido. A preocupacao em
dissolver o cloreto de trietilaménio formado levou a utilizacao de solventes de lavagem mais polares, tal
como o EtOH, que solubilizou parte do oxadiazole. Na entrada 8 foi avaliada a possibilidade de utilizar o
EtOH como solvente, de forma a manter o sal de trietilamoénio em solucéo, e também porque se trata de
um solvente mais indcuo do que o ACN. No entanto, houve evidéncias de que a escolha do ACN permite
a obtencdo de melhores resultados, o que pode dever-se ao facto de o produto ser mais soluvel em EtOH.
A avaliacao das condicdes experimentais para obtencao do imidazolil oxadiazole 2.1.3.3 (R.=CH:CH-0H)
apresentou problemas adicionais pelo facto do produto ser muito soluvel. Verificou-se, em particular,
uma dificuldade acrescida na lavagem do sélido recolhido, uma vez que nao foi facil encontrar o solvente
ideal para a solubilizacao seletiva do sal. Partiu-se para a tentativa de utilizacdo de um menor niimero
de equivalentes de base em relacdo aos utilizados nas reacdes com outros substituintes (entrada 12),
no sentido de minimizar os problemas criados na lavagem dos solidos recolhidos, mas esta alteracao

condicionou o rendimento obtido.

2.1.3.1 Caracterizacdo dos imidazolil oxadiazoles 2.1.3

A obtencao de oxadiazoles 2.1.3 puros permitiu caracterizar e identificar os compostos isolados. Da
tabela 2.9 constam os dados fisicos e analiticos obtidos para as moléculas sintetizadas. Apenas o
composto 2.1.3.1 fundiu sem apresentar sinais de degradacéo. Os restantes oxadiazoles escurecem e

degradam antes de ser possivel observar a mudanca de estado fisico.
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Tabela 2.9 - Dados fisicos e analiticos para os imidazolil Ry

‘N NH,
oxadiazoles 2.1.3 <\ '
N _N
O
HNT<
(0]
Formula Valores obtidos
Prod. R. p.f. (°C) Molecular (calculados)
C; H; N (%)
2.1.3.1 Ar(p)OMe 261-264 Ci:H1NsOs 52,85; 4,13; 25,57
(52,75; 4,06; 25,63)
2.1.3.2 ArpF > 2549 CuH:N:FO. c)
2.1.3.3 CH:CH.OH >199a C/H:sN:0: 212,0789

(212,0784)

a) Ocorre degradacao; b) HRMS [M + 1]%; c) AE pendente (aparelho em manutenc&o)

Atabela 2.10 evidencia um padrao de dados espetroscdpicos que fundamenta a atribuicdo das estruturas

propostas.
Tabela 2.10 - Dados de :*H RMN e IV dos imidazolil oxadiazoles 2.1.3 Ry
\N 5 NH2
(DMSO-) 2§
NaNEN
0]
HNK
0]
Prod. R. H-2 NH. NH R. IV (Nujol) (cm>)
2.1.3.1 Ar(p)OMe 7,49 5,46 13,0-10,0 7,42 (2H; d; 8,7 Hz) 3414 f, 3317 f, 3128 f,
(1H, s) (2H, s) (1H, sl) 7,11 (2H;d; 9,0 Hz) 17871, 1633 m, 1619 m,
3,81 (3H; s; OMe) 1605 m, 1576 f, 1524 m,
1509 f
2.1.3.2 Ar(pF 7,54 5,56 13,0-10,5 7,56 (2H; dd; /=9,0 3419 m, 33241, 3124,
(1H, s) (2H, s) (1H, sl) Hz; /= 4,8 Hz Ho) 2763 m, 1796, 1727 f,
7,41 (2H; t; 8,7 Hz 16351, 16151, 1604 i,
Hm) 15191, 1507 i
2.1.3.3 CH.CH.OH 7,28 5,59 10,40 3,90 (2H; t; 5,4 Hz) 3446 i, 3357 i, 3196 f,
(1H, s) (2H, s) (1H, sl) 3,62 (2H; t; 5,4 Hz) 3114 m, 2727 m, 1743 i,
5,06 (1H, sl) 1638 i, 1604 i, 1581 m,
1518 f
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O protao ligado a C-2 surge como sinal caracteristico do anel de imidazole, entre & 7,28 e 7,54 ppm, na
forma de singleto com integracdo correspondente a um protao. O grupo 5-NH. também apresenta sinais
muito parecidos para as quatro estruturas e foi identificado pela integracdo para dois protdes de um
singleto entre § 5,46 e 5,56 ppm. Para o protdo NH do anel de oxadiazole o sinal € largo, comprovando
a possibilidade de diferentes formas tautoméricas. Os sinais registados para os substituintes em N-1 séo
concordantes em desvios quimicos e integracao com os protdes que os constituem.

E possivel complementar esta informacdo com os dados obtidos através da analise de *C RMN e

respetivas correlacdes.

Tabela 2.11 - Dados de =C RMN dos imidazolil oxadiazoles 2.1.3 Ry
N5 _NH>
(DMSO-) 24 |
NaNEN
0]
HN\(
(0]
Produto R. C-2 C-4 C5 C-6 C=0 R.
2.1.3.1 Ar(HOMe 132,66 103,15 140,73 15533 159,54 159,30 (Cp), 114,96 (Cm)
126,78(Co), 126,75 (C)
55,56 (OMe)
2.1.3.2 Ar(pF 132,50 103,58 140,60 155,54 159,90 161,75 (d; 244,0 Hz) (Cp),
116,67 (d; 22,9 Hz) (Cm),
127,68 (d; 8,9 Hz) (Co),
130,49 (d; 2,6 Hz) (C)
2.1.3.3 CH.CH.OH 132,06 102,69 140,99 155,40 159,57 59,55 (CH.0)
45,67 (CH:N)

O sinal relativo ao carbono C-2 do anel de imidazole encontra-se entre § 132 - 133 ppm para as
estruturas caracterizadas. Ainda no anel de imidazole é possivel identificar C-5 e C-4 nos intervalos de &
102 - 104 ppm e por volta de § 141 ppm, respetivamente. O carbono do anel de oxadiazole ligado ao
imidazole apresenta desvios quimicos por volta de § 155 ppm e o carbono do grupo carbonilo surge por
volta de & 159 ppm. Os sinais registados foram atribuidos aos carbonos respetivos, por intermédio das

correlacdes registadas na figura 2.1.
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Figura 2.1 - Correlacoes registadas em HMBC para as estruturas 2.1.3

2.1.3.2 Proposta mecanistica para a sintese do imidazolil oxadiazole 2.1.3

A reacdo entre o imidazole 1.2 e a hidroxilamina é equivalente a reacdo entre 0 mesmo reagente de
partida e a hidrazina. Apos identificacdo da estrutura do produto fundamentada com os dados da

caracterizacao, é possivel desenhar o mecanismo envolvido na sua obtencao (esquema 2.6).

N NH R
2 1
¢ ; N s
NN OCHCH, e N . &
— oy TR Q| a N _N.__OCH,CHs
NC o N AN _OCH,CHy  FHCN M
NCT e
HOHN o HQ
NH,OH
1.2
R
R 3
< ~— N N
N =N, (- EtOH) 0
0) - HN
AN~ ~OCH,CH,
0 Co
H
2.1.3

Esquema 2.6 - Proposta mecanistica para a sintese de imidazolil oxadiazoles 2.1.3
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0 esquema reproduz 0 mecanismo proposto para a obtencao de imidazolil triazoles, uma vez que a
reatividade apresentada é semelhante. Assim, o grupo ciano é substituido gerando um intermediario que

sofre a ciclizacao intramolecular com libertacdo de etanol.

2.2 Reacao de imidazolil triazoles e de imidazolil oxadiazoles com ortoformiato de etilo

A formacao de estruturas com trés anéis fundidos foi testada através da condensacao dos triazoles e dos

oxadiazoles com ortoformiato de etilo (TEOF). Assim, a sintese destas estruturas foi estudada a partir

dos triazoles 2.1.1 e dos oxadiazoles 2.1.3 (esquema 2.7).

R, R
\ 1
N
QO HC(OEt). < N
N“N N N N,
"NH —> T 'NH
HN N«
o) @]
2.1.1 2.2.1
Ry Ry
N NH,

N_ N

QO HC(OEY), <l 3
N"~\ N N N,
0 —_— . \«o

HN\< N

(0]
2.1.3 2.2.2
Esquema 2.7 - Sintese de estruturas triciclicas 2.2.1 e 2.2.2

2.2.1 Sintese de triazolopurinas

A sintese de sistemas de triazolopurinas foi avaliada utilizando as condicdes necessarias para que

ocorresse a condensacao do grupo amino dos imidazolil triazoles 2.1.1 com o TEOF.
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Esquema 2.8 — Sintese de triazolopurinas 2.2.1.1 e 2.2.1.2
A escolha das melhores condicdes para a sintese destes heterociclos, registadas na tabela 2.12, foi feita
tendo como ponto de partida trabalho anteriormente desenvolvido no grupo de investigacao no qual os

trabalhos decorreram.

Tabela 2.12 - Condicdes experimentais para a sintese de triazolopurinas 2.2.1

mmol mmol ‘o n
Entrada R: RP  HC(OEt). Condicdes Produto (%)
1 Ar(p)F 0,38 2,30 ACN (3,5 mL), H.SO. (1 gota), ta, 2.2.1.1 87
45 min
2 CH.CH.OH 0,23 1,42 ACN (2,5 mL), H.SO. (1 gota), ta, 2.2.1.2 22
1d

Na entrada 1 foi possivel a obtencéo do produto 2.2.1.1 com um bom rendimento e num curto intervalo
de tempo. Nesta reacao verificou-se que quando os reagentes foram combinados na presenca de H.SO,
a mistura reacional passa por solucédo, dando lugar a uma grande quantidade de solido suspenso. Na
entrada 2, a mistura reacional também passa por solucao, mas o solido s6 precipita apdés um dia de
reacao e em quantidades muito reduzidas. Este resultado pode ser justificado pelo facto deste produto
ser muito soltvel devido a presenca do substituinte 2-hidroxietilo e esse fator condiciona o rendimento

obtido.
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2.2.1.1 Caracterizacdo das triazolopurinas 2.2.1

Os compostos 2.2.1.1 e 2.2.1.2 foram isolados e identificados por diferentes técnicas analiticas e

espetroscopicas, comprovando a estrutura proposta.
Tabela 2.13 - Dados fisicos e analiticos para as triazolopurinas R
NNy
2.2.1 Tl WN
NTN¢ \{NH
N
(0]

Produto R. p.f. (°C) Férmula Molecular Valores obtidos
(calculados)
C; H; N (%)

2.2.1.1 Ar(p)F >236 9 CrH:NsFO 271,0743»
(271,0744)

2.2.1.2 CH.CH.OH >230 9 CsHsN:O: 221,0782»
(221,0787)

a) Ocorre degradacao; b) HRMS [M + 1]

Os compostos isolados degradam antes de mudarem de estado fisico e apresentam uma analise
elementar condizente com a férmula quimica correspondente. Os dados obtidos por '*H RMN estao

registados na tabela 2.14.

Tabela 2.14 - Dados de 'H RMN e IV das triazolopurinas 2.2.1 (DMSO-g) R;
N3a N\ 5
2 <\ | \
N7a \9a\NH
N
(0]
Prod. R. H-2 NH H-5 R. IV (Nujol) (cm*)
2.2.1.1 Ar(pF 8,59 12,50 8,65 7,81 (2H; dd; /=9,0 Hz; 3189 m 3062 m 1750
(IH,s)  (IH,s)  (IH,s) =47 HzHg i, 1736 i, 1729 i,
7,47 (2H; t; 8,9 Hz; Hm) 1697 f, 1677 m, 1656
i, 1561 f, 1517 i
2.2.1.2 CH.CH:.OH 8,17 12,30 8,61 4,26 (2H; t; 5,4 Hz) 32111, 2081 f, 1732
(1H, s) (1H, s) (IH,s) 3,74 (2H; t; 5,4 Hz) i, 1699 i, 1656 i,
5,06 (1H, sl) 1556 m, 1509 m
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As diferencas verificadas nos sinais referentes ao protdo ligado a C-2 do anel de imidazole, § 8,17 -
8,59 ppm, estao relacionadas com o substituinte presente em N-1. Assim, nota-se o efeito retirador do
anel substituido na posicéo para pelo fltor. Deteta-se ainda o sinal de um protdo muito acidicoa 6 12,30
- 12,50 ppm, correspondente ao protdo NH do anel de triazole que se encontra muito desprotegido. No
espetro de IV destaca-se o sinal forte, caracteristico do grupo carbonilo, entre 1729 e 1732 cm.

Na tabela 2.15 estao os registos obtidos para os dados espetroscopicos de “*C RMN.

Tabela 2.15 - Dados de =C RMN das triazolopurinas 2.2.1 (DMSO-df) Ry
N3a N\ 5
2 <\ | WN
N7a .
\93 NH
N
(0]
Prod. R. C-2 C-3a C-1a C9a C5 C=0 R
2.2.1.1 Ar(pF 140,48 140,06 119,90 137,72 137,12 149,12 161,59 (d; 244,28 Hz) (Cp)

116,49 (d: 22,28 Hz) (Cm)
126,57 (d: 8,9 Hz) (Co)
130,58 (d: 2,6 Hz) (CA

2.2.1.2 CH.CH.OH 141,49 140,15 118,93 137,97 136,21 149,15 59,50 (CH:0)
46,46 (CH:N)

Através da comparacdo entre os dados observados e dados de referéncia foi possivel confirmar as
estruturas propostas. As correlacdes observadas permitiram fazer as atribuicdes, sendo que os sinais
entre 6 140 - 141 ppm correspondem a C-2, C-3a encontra-se por volta de & 140 ppm, C-1a entre
119 - 120 ppm e C-9a e C-5 sdo detetados entre § 136 - 138 ppm, respetivamente. O grupo carbonilo

apresenta um sinal caracteristico a & 149 ppm para as duas estruturas identificadas.

2.2.1.2 Proposta mecanistica para a sintese de triazolopurinas 2.2.1

A sintese das estruturas triciclicas 2.2.1 resulta da condensacdo do grupo amino dos triazoles com

TEOF, de acordo com a proposta apresentada no esquema 2.9.
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Esquema 2.9 - Proposta mecanistica para a sintese de triazolopurinas 2.2.1

Nesta proposta sugere-se que a reacdo tenho inicio com o ataque nucleofilico do azoto ligado a posicdo
5 do anel de imidazole ao TEOF. De seguida, o grupo imidato do intermediario formado permite a
ciclizacao intramolecular com libertacdo de etanol. A catalise acida ativa o TEOF, facilitando o ataque
nucleofilico do grupo amina. Para além disso, também favorece a ciclizacao intramolecular, facilitando a

eliminacao de etanol. As espécies que se vdo formando até a estrutura triciclica sao detetadas por TLC.
2.2.2 Sintese de oxadiazolopurinas e respetivo intermediario

Reproduzindo a estratégia sintética para a obtencado das estruturas triciclicas 2.2.1, foi avaliada a
possibilidade de produzir oxadiazolopurinas através do mesmo método, promovendo a condensacao do

atomo de nitrogénio da unidade de imidazole com TEQOF através da catalise com H.SO.. Neste percurso

de sintese foi possivel identificar as estruturas intermédias 2.2.0 (esquema 2.10).
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Esquema 2.10 - Sintese de oxadiazolopurinas 2.2.2.1 ¢ 2.2.2.2

Apesar de se ter verificado a formacdo da oxadiazolopurina nos primeiros ensaios, a solubilidade do

reagente de partida condicionou a eficacia da sintese.

Na entrada 1 descrita na tabela 2.16 partiu-se do oxadiazole 2.1.3 (R: = Ar(p)OMe) e utilizaram-se

condicOes reacionais equivalentes as utilizadas para a sintese dos triciclos 2.2.1. Uma vez que a

monitorizacdo da reacao por TLC nao foi muito facil, a reacao foi interrompida antes de todo o reagente

de partida se esgotar e obteve-se uma mistura de reagente de partida com produto. Na preparacao do

TLC foi necessario solubilizar a mistura reacional com DMF, o que condicionou a interpretacdo do

mesmo.

Tabela 2.16 - Condicoes experimentais para a sintese dos oxodiazolopurinas 2.2.2 e respetivo

intermediario 2.2.0

mmol mmol . n
Entrada R RP HC(OEY). Condicdes Produto (%)
1 Ar(p)OMe 0,37 1,48 ACN (5,0 mL), H.SO.(1 gota), 2.1.3.1 (1F) 19
ta, 4 dias 2.1.3.1 e 2.2.2.1 (2F)
2 Ar(p)OMe 0,88 7,02 ACN (10,0 mL), DMF (0,5 mL), 2.2.0.1 (1F) 40
H.S0.(1 gota), ta, 16 dias, 40°  2.2.0.1 e 2.2.2.1 (2F)
C, 6 dias 2.2.2.1 (3F)
2.2.2.1e2.2.0.1 (4F)
3 Ar(p)OMe 0,70 4,12 ACN (10,0 mL), H.S0O.(1 gota), 2.2.2.1 91
ta,21d
4 Ar(p)F 0,38 2,43 ACN (2,5 mL), H.SO.(1 gota), 2.2.0.2 20
ta, 4 d
5 Ar(p)F 0,42 6,62 ACN (2,0 mL), DMF (0,5 mL), 2.2.2.2 17
H.S0.(2 gotas), refluxo, 7 dias
6 Ar(p)F 0,38 3,04 ACN (2,0 mL), DMF (0,6 mL), 2.2.2.2 a)

H.S0.(1 gota), refluxo, 3 d;
DBU (catalise, 0,005 mL),
refluxo, 6 h

a) Sdlido recolhido suficiente para 'H RMN
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Na tentativa de promover a solubilidade do reagente de partida adicionou-se uma pequena porcao de
DMF a reacdo descrita na entrada 2. Os sélidos isolados nas diferentes fracdes nao revelaram a presenca
de reagente de partida, no entanto, permitiram isolar um composto que foi identificado como um
intermediario. Apesar da possibilidade de isolar um intermediario, estas condicdes nao corresponderam
as expectativas. Tendo como objetivo diminuir o tempo de reacéo, colocou-se a mistura reacional num
banho a 40°C e este aumento de temperatura fez com que a mistura reacional comecasse a apresentar
alguns sinais de degradacdo. As melhores condicdes foram conseguidas quando se manteve a mistura
reacional a temperatura ambiente tempo suficiente para que a ciclizacao intramolecular completasse,
registando-se um rendimento de 90% (entrada 3).

Reproduziram-se as condicdes para outro imidazolil oxadiazole (R: = Ar(p)F). Os tempos de reacao para
a obtencdo das estruturas 2.2.2.2 foram mais curtos, no entanto, foi necessario recorrer a temperaturas
mais elevadas, uma vez que a temperatura ambiente (entrada 4) apenas foi possivel recolher o composto
intermediario. Com este reagente de partida também foi necessario recorrer a DMF para promover a
solubilidade, mas, ainda assim, e mesmo com as temperaturas mais altas, o rendimento de obtencao
de produto 2.2.2.2 foi baixo. Esta dificuldade nao foi ultrapassada apds outros ensaios preliminares,
uma vez que os problemas de solubilidade do reagente de partida e do produto nao foram solucionados.
Na entrada 6 tentou-se diminuir o tempo de reacdo com a adicdo de DBU, no entanto a adicdo desta
quantidade catalitica fez com que a mistura reacional comecasse a escurecer e a degradar. Por esse
motivo, apenas foi possivel recolher uma quantidade de soélido suficiente para obtencdo de espetro de *H

RMN.

2.2.2.1 Caracterizacdo das oxadiazolopurinas 2.2.2 e respetivo intermediario 2.2.0

As reacoes descritas na entrada 2 e na entrada 4 permitiram isolar e caracterizar o intermediario 2.2.0.

Assim, a estrutura proposta para este composto ficou determinada com seguranca.
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Tabela 2.17 - Dados de *H RMN e IV do intermediario da R, 5 H
| . =
oxodiazolopurina 2.2.0 (DMSO-d) 2 <\ I{H OCH,CHg

IV (Nujol)
Prod. R H-2 H-5 OCH.CH: NH R
(cm-)

2.2.0.1 Ar(pOMe 8,01 8,37  4,15(2H;q; 7,2 H) 12,63 7,42 (2H;d; 9,0Hz Hg) 3124 m, 17841, 17741,

(I1H,s) (1H,s) 1,21 (3H;t; 7,1 Hz) (1H, sl) 7,06 (2H; d; 9,0 Hz Hm) 1689 f, 1652 f, 1596 m,
3,80 (3H; s; OMe) 1588 m, 1518 i
2.2.0.2 Ar(pF 8,01 8,40 4,15 (2H; q; 7,2 Hz) 12,60 7,58 (2H; dd; J=9,0 Hz; a)
(IH,s) (I1H,s) 1,23(3H;t; 7,2 Hz) (1H,sl) /=4,8Hz Ho)

7,39 (2H; t; 9,0 Hz; Hm)

a) a amostra corresponde a uma mistura

Nos registos da tabela 2.17 sao detetados os singletos com integracdo para um protdo a & 8,01 ppm e
entre 6 8,37 - 8,40 ppm, que correspondem aos protdes ligados a C-2 do anel de imidazole e a C-5,
respetivamente. Os sinais atribuidos ao grupo etoxilo apresentam-se consistentes nas duas espécies,
assim como o protdo acidico com um sinal largo a integrar para um protéo entre 6 12,60 - 12,63 ppm.
A analise por *C RMN foi efetuada apenas para a estrutura 2.2.0.1, uma vez que a quantidade de

intermediario 2.2.0.2 obtida era residual.

Tabela 2.18 - Dados de *C RMN do intermediario da oxadiazolopurina R, s H
N 3a N=_
2.2.0 (DMSO-d) 2 <\ | g OCH2CHg
Na N,
9a O
N
)
Prod. R. C-2 C-3a C-la C-9a C-5 C=0 OCH.CH: R:
2.20.1 Ar(gOMe 13583 13871 111,01 15467 16248 15942 62,99 158,97 (Cp),
13,82 114,35 (Cm)
126,59(Ca),
127,41 (C)
55,50 (OMe)
2.2.0.2 Ar(pF a) a) a) a) a) a) a) a)

a) A amostra corresponde a uma mistura com proporcao de 2.2.2.2 muito reduzida ndo sendo possivel caracterizar por =C

A atribuicdo dos sinais na estrutura intermediaria encontra semelhancas em sinais tipicos para estruturas

deste tipo. O carbono da posicédo 2 a § 136 ppm foi identificado através da correlacéo direta do protéo.
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Através das correlacdes obtidas para H-2 a trés ligacdes é possivel identificar os sinais observados para
C-laeC-3aa d 111 e 139 ppm, respetivamente. Os carbonos do grupo etoxilo e do grupo imino também
evidenciaram algumas correlacdes que permitiram identificar os outros sinais, nomeadamente, C-5 a

162 ppm e os carbonos do grupo etoxilo a & 63 - 14 ppm.

N*OC@

H{\I(

HN\\<

Figura 2.2 - Correlacdes registadas em HMBC para a estrutura 2.2.0.1

As estruturas de trés anéis fundidos isoladas foram identificadas de acordo com os dados das tabelas
2.19,2.20e 2.21.

Tabela 2.19 - Dados fisicos e analiticos para os oxadiazolopurinas 1

2.2.2 I{T
0

Valores obtidos

Prod. R. p.f. (°C) Formula Molecular (calculados)
C; H; N (%)
2.2.2.1 Ar(p)OMe >238 4 Ci:HsNsOs 55,14; 3,12; 24,55

(55,13; 3,20; 24,73)

a) Ocorre degradacao

A estrutura proposta foi confirmada por *H RMN e por =C RMN.
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Tabela 2.20 - Dados de *H RMN e IV dos oxadiazolopurinas 2.2.2 R;

N3a N\ 5
(DMSO-) 2¢ |l
N7a gN‘
\9a O
N
0]
Prod. R. H-2 H-5 R. IV (Nujol) (cm?)
2.2.2.1 Ar(p)OMe 8,63 8,72 7,63 (2H; d; 9,0 Hz) 3138 m, 3002 i, 2726 f, 2527 f,
(1H, s) (1H, s) 7,17 (2H; d; 9,0 Hz) 2277 1, 19881, 1910f, 1784 i, 1722
3,84 (3H; s; OMe) f, 1660 m, 1615 f, 1558 m, 1517 i
2.2.2.2 Ar(pF 8,19 8,52 7,89 (2H; dd; /=5,1 Hz; 31921, 1713 m, 1662 f, 1609 f,
(IH,s)  (IH,s)  J=4,8HzHo) 1570 f, 1520 i

7,42 (2H; t; 8,7 Hz; Hm)

A presenca do protdo H-5, surgindo como um sinal que integra apenas para um protdo a & 8,72 e 8,52
ppm, assim como o desvio do sinal do protdao do anel de imidazole para valores mais elevados
relativamente ao reagente de partida, revela o aumento do efeito retirador da nova estrutura de trés anéis
fundidos. O espetro de infravermelho também permite reconhecer o grupo carbonilo pela observacao de

uma banda intensaa 1784 cm*e 1713 cm.

Tabela 2.21 - Dados de “C RMN dos oxodiazolopurinas 2.2.2 (DMSO- R

X5

a) 2<\ [ \
N7a \ga\o

N

Produto R. C-2 C3a C-la C9a C5 C=0 R

2.2.2.1 Ar(9OMe 141,80 141,55 11586 14842 137,76 153,23 159,42 (Co); 114,79 (Cm)
125,94(Co); 126,52 (Cj)
55,61 (OMe)

As correlacoes obtidas (figura 2.3), quer por HMQC como por HMBC, foram determinantes na atribuicéo

dos sinais registados no espetro de *C RMN resumidos na tabela 2.21.
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Figura 2.3 - Correlacoes registadas em HMBC para as estruturas 2.2.2

2.2.2.2 Proposta mecanistica para a sintese de oxadiazolopurinas 2.2.2 e respetivo intermediario 2.2.0

A proposta apresentada no esquema 2.11 é analoga a que foi descrita para a sintese de triazolopurinas

2.2.1, uma vez que a reatividade dos compostos é a mesma.

H
R‘1 ole R1 ~ R H
N__NH2 N = NN ot
<\ | y OEt H\T/I%Et < | OEt < l >
“hr \ H N

N /N\o %Et H om N l N, — N \N\o

HNT< N T<O N«

0 S 0
2.1.3 2.2.0

(- EtOH)

Ry
N N\ H
«LI
N N
\«O
N
O

2.2.2

Esquema 2.11 - Proposta mecanistica para a obtencao de oxadiazolopurinas 2.2.2

O facto de ter sido possivel analisar por espetroscopia dois intermediarios com diferentes substituintes
na posicao N-1 permitiu consolidar a proposta da estrutura final e do mecanismo da sintese dos
compostos triciclos. A reacdo tem inicio com a condensacao do grupo 5-NH. do anel de imidazole com
o TEOF. A ciclizacao intramolecular acontece e, com a libertacdo de uma molécula de etanol, obtém-se

a estrutura 2.2.2.
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2.3 Conclusoes

Neste capitulo evidenciou-se o potencial reativo dos AMetoxicarbonil imidazoles 1.2 com hidrazina e com
hidroxilamina. O estudo da reatividade desta estrutura com hidrazina na sua forma neutra e de sal
permitiu o estudo das condicdes reacionais favoraveis ao desenvolvimento de novas abordagens de
sintese para a obtencao de imidazolil triazoles e imidazolil oxadiazoles.

Com base nestes resultados foi possivel, ndo sé desenvolver um meétodo eficiente para a obtencdo de
triazoles e oxadiazoles como também, a partir destes, sintetizar estruturas de trés anéis fundidos, as
triazolopurinas e as oxadiazolopurinas por condensacdo com TEOF. No estudo da condensacdo dos
imidazolil oxadiazoles com TEOF conseguimos ainda isolar intermediarios que confirmaram as propostas

mecanisticas apresentadas.
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2.4 Parte Experimental

2.4.1 Sintese de imidazolil triazoles

Procedimento geral

A uma suspensao de 1.2 em etanol (2 a 4,5 mL), a 0°C, adicionou-se a hidrazina mono-hidratada (2
eq), sob agitacdo. O solido amarelo inicial deu lugar a um outro solido de cor mais clara e houve
evidéncias, por TLC, de que o reagente de partida havia sido consumido. O produto foi filtrado e lavado

com etanol e éter etilico. O produto isolado foi identificado como sendo 2.1.1.

5-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-1 A#1,2,4-triazol-3(2 A-ona 2.1.1.1

A uma suspensdo de 1.2.1 (0,40 g; 1,29 mmol) em etanol (2 mL), a -0
0°C, adicionou-se a hidrazina mono-hidratada (0,13 mL; 0,13 g; 2,57

mmol) sob agitacdo. Formou-se uma suspensao de cor creme. O

NH
produto foi isolado 20 minutos depois e foi identificado como sendo Qz]%/:l
2.1.1.1 (0,32 g 1,12 mmol; 87 %). an. ANH

O
5-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-1 Aimidazol-4-il)-1 A#1,2,4-triazol-3(2 A-ona 2.1.1.2
A uma suspensdo de 1.2.2 (0,15 g; 0,50 mmol) em etanol (3 mL), a F
0°C, adicionou-se a hidrazina mono-hidratada (0,05 ml; 0,05 g; 1,00
mmol) sob agitacdo. Formou-se uma suspensdo de cor branca. O NH,
produto foi isolado 40 minutos depois e foi identificado como sendo QNL/N
2.1.1.2 (0,13 g 0,50 mmol; 100 %). N
o]
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5-(5-amino-1-(2-hidroxietil)-1 Aimidazol-4-il)-1 A1 ,2 4-+riazol-3(2 A)-ona 2.1.1.3

A uma suspensdo de 1.2.3 (0,10 g; 0,39 mmol) em etanol (4 mL), a
CHZCH,OH
NH,

0°C, adicionou-se a hidrazina mono-hidratada (0,04 mL; 0,04 g; 1,78 N
mmol) sob agitacéo. A solucéo inicial deu lugar, imediatamente, a uma <\NIQ/H
suspensdo de cor bege. Decorridas 2 horas e 30 minutos, a suspensao NI\\%NH
foi colocada, sob agitacao, a 4° C. O produto foi isolado 14 horas depois 0

e foi identificado como sendo 2.1.1.3 (0,06 g; 0,28 mmol; 72 %).

2.4.2 Sintese de imidazolil oxadiazoles

Procedimento geral

A uma suspensao de cloreto de hidroxilamonio (1,1 a 3 eq) em acetonitrilo (2 a 3 mL), a temperatura
ambiente, adicionou-se trietilamina (1,1 a 4,1 eq) sob agitacao. A esta suspensao adicionou-se o reagente
1.2. O solido amarelo inicial deu lugar a um outro solido de cor mais clara e houve evidéncias, por TLC,
de que o reagente de partida havia sido consumido. O produto foi filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo

e éter etilico. O produto isolado foi identificado como sendo 2.1.3.

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-1,2,4-oxadiazol-5(4 A)-ona 2.1.3.1

A uma suspensao de cloreto de hidroxilamonio (3 eq) em acetonitrilo (3 o

mL), a temperatura ambiente, adicionou-se trietilamina (4,1 eq) sob Q

agitacao. A esta suspensao adicionou-se o reagente 1.2.1 (0,15 g; 0,48 NH,

mmol). O sélido amarelo inicial deu lugar a uma solucdo amarela e <\N |

depois a um outro sélido amarelo mais claro e houve evidéncias, por HN/\(\O
o]

TLC, de que o reagente de partida havia sido consumido. O produto foi
isolado 18 horas depois e foi identificado como sendo 2.1.3.1 (0,11 g;

0,43 mmol; 90 %).
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3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-1 Aimidazol-4-il)-1,2,4-oxadiazol-5(4 A)-ona 2.1.3.2

A uma suspensao de cloreto de hidroxilamonio (2,1 eq) em acetonitrilo
(2 mL), a temperatura ambiente, adicionou-se trietilamina (3 eq) sob
agitacao. A esta suspensao adicionou-se o reagente 1.2.2 (0,24 g; 0,79
mmol). O soélido amarelo inicial deu lugar a um outro sélido
esbranquicado e houve evidéncias, por TLC, de que o reagente de
partida havia sido consumido. O produto foi isolado 1 dia e 18 horas
depois e foi identificado como sendo 2.1.3.2 (0,19 g; 0,73 mmol; 92
%).

N

QL

NN _N
0

HNW<

3-(5-amino-1-(2-hydroxietil)-1 Aimidazol-4-il)-1,2,4-oxadiazol-5(4 A)-ona 2.1.3.3

A uma suspensao de cloreto de hidroxilaménio (1,1 eq) em acetonitrilo
(3 mL), a temperatura ambiente, adicionou-se trietilamina (1,1 eq) sob
agitacao. A esta suspensao adicionou-se o reagente 1.2.3 (0,08 g; 0,26
mmol). O sélido amarelo inicial deu lugar a um outro sélido amarelo
mais claro e houve evidéncias, por TLC, de que o reagente de partida
havia sido consumido. O produto foi isolado 3 dias depois e foi

identificado como sendo 2.1.3.3 (0,03 g; 0,14 mmol; 54 %).
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2.4.3 Sintese de triazolopurinas

3-(4-fluorofenil)-3 41,2 ,4]triazolo[5, 1-Apurin-8(7 A-ona 2.2.1.1

A uma suspensdo de 2.1.1.2 (0,10 g; 0,38 mmol) em acetonitrilo (3,5
mL), a temperatura ambiente, adicionou-se o ortoformiato de etilo (0,38
mL; 0,34 g; 2,30 mmol) e uma gota de acido sulfurico, sob agitacdo. A
suspensdo inicial solubilizou-se parcialmente e, apdés 30 minutos, a
solucado deu lugar a uma suspensao branca. Decorridos 45 minutos
desde o inicio da reacao, houve evidéncias, por TLC, de que o reagente
de partida havia sido consumido. O sélido branco foi filtrado e lavado
com acetonitrilo e éter etilico. O produto isolado foi identificado como

sendo 2.2.1.1 (0,09 g; 0,33 mmol; 87 %).

3-(2-hidroxietil)-3 A[1,2,4]triazolo[5,1-1purin-8(7 A)-ona 2.2.1.2

A uma suspenséo de 2.1.1.3 (0,05 g; 0,23 mmol) em acetonitrilo (2,5
mL), a temperatura ambiente, adicionou-se o ortoformiato de etilo (0,24
mL; 0,21 g; 1,42 mmol) e uma gota de acido sulfurico, sob agitacdo. A
suspensdo inicial solubilizou-se parcialmente e, apdés 1 hora e 30
minutos, a solucao deu lugar a uma solucao esverdeada a partir da qual
se comecou a formar uma suspensao cinza. Decorrido um dia desde o
inicio da reacdo, houve evidéncias, por TLC, de que o reagente de
partida havia sido consumido. O sélido cinza foi filtrado e lavado com
acetonitrilo e éter etilico. O produto isolado foi identificado como sendo

2.2.1.2 (0,01 g; 0,05 mmol; 22 %).
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2.4.4 Sintese de oxadiazolopurinas

7-(4-metoxifenil)-[1,2,4]oxadiazolo[3,2-1purin-2(7 A-ona 2.2.2.1

A uma suspensao de 2.1.3.1 (0,19 g; 0,70 mmol) em acetonitrilo (10
mL), a temperatura ambiente, adicionou-se o ortoformiato de etilo (0,69
mL; 0,61 g; 4,12 mmol) e uma gota de acido sulfurico, sob agitacao.
Decorridos 21 dias, houve evidéncia, por TLC, de que o reagente de
partida havia sido consumido. O sélido branco foi filtrado e lavado com
etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto isolado foi identificado como

sendo 2.2.2.1 (0,18 g; 0,64 mmol; 91 %).

7-(4fluorofenil)-[1,2,4]oxadiazolo[3,2-1purin-2(7 A)-ona 2.2.2.2

A uma suspenséo de 2.1.3.2 (0,11 g; 0,42 mmol) em acetonitrilo (2
mL), sob refluxo, adicionou-se o ortoformiato de etilo (0,55 mL; 0,49 g;
3,31 mmol) e duas gotas de acido sulfurico, sob agitacdo. A suspensao
deu lugar a uma solucao laranja da qual precipitou um solido branco
apods 2 dias. Decorridos 3 dias desde o inicio da reacdo, adicionou-se
dimetilfomamida (0,5 mL) e mais trietilortoformiato (0,55 mL; 0,49 g;
3,31 mmol). Decorridos 4 dias houve evidéncia, por TLC, de que o
reagente de partida havia sido consumido. O sélido castanho claro foi
filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto isolado

foi identificado como sendo 2.2.3.2 (0,02 g; 0,07 mmol; 17 %).
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CAPITULO 3.

REACAO DE AETOXICARBONIL IMIDAZOLES COM HIDRAZINAS AROMATICAS
E POSTERIOR CICLIZACAO

3. REACAO DE IMIDAZOLIL CIANOMETILENOCARBAMATOS COM HIDRAZINAS AROMATICAS E
POSTERIOR CICLIZACAO

3.1.Reacao de imidazolil cianometilenocarbamatos com hidrazinas aromaticas

3.1.1. Sintese de imidazolil Maril-triazoles e respetivo intermediario

3.2.Reacao de imidazolil Maril-triazoles com TEOF

3.2.1. Sintese de triazolopurinas

3.3.Conclusdes

3.4.Parte experimental
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3. REACAO DE IMIDAZOLIL CIANOMETILENOCARBAMATOS COM HIDRAZINAS
AROMATICAS E POSTERIOR CICLIZACAO

3.1. Reacao de imidazolil cianometilenocarbamatos com hidrazinas aromaticas

A reatividade do Metoxicarbonil imidazole 1.2 foi anteriormente testada com a hidrazina nao-substituida
e com a hidroxilamina. Desse trabalho foi possivel concluir que o grupo acilo no nitrogénio iminico do
grupo cianoformimidoilo ativa o ataque nucleofilico ao carbono ligado a C-4 do anel de imidazole, com
consequente eliminacao de HCN. Esta abordagem sintética foi seguidamente estudada e avaliada para
a reacao de 1.2 com hidrazinas aromaticas, tendo em vista a obtencdo de estruturas de imidazolil /¢

aril-triazoles 3.1.

R iy
1 i NH
N _NH; <N l 2
<\ | NH.NHR. \N N
N /N7]/OCHQCH3J HN/ ‘N-R;
NC o W<
(0]
1.2 3.1

Esquema 3.1 - Sintese de imidazolil Maril-triazoles 3.1

3.1.1. Sintese de imidazolil MAtaril-triazoles e respetivo intermediario

Partindo de diferentes Metoxicarbonil imidazoles 1.2 e hidrazinas aromaticas na presenca de base foi
possivel preparar uma série de imidazolil triazoles com um grupo arilico em N-2 do anel de triazole
(esquema 3.2). Para além disso, foi ainda possivel isolar um produto ao qual foi atribuido a estrutura

3.0 que corresponde ao intermediario do processo.
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N
QO
N

Ry R,

NH2 \N NH2 \N NH2
NH.NHR. Q| H Q|
N N NW/OCHZCH3 o N~ _N
OCH,CH —_— ‘N—
= 77/ 23 N N-R,
- 0] HN
NC o HN \<
R> 0]
1.2 3.0 3.1

3.1.1 R:Ar(p)OMe; R. Ar(p)OMe, 92%

3.1.2 R:Ar(p)OMe; R. Ar(p)F, 83%
3.0.3 R:Ar(p)OMe; R Ar(p)CF» 3.1.3 R:Ar(p)OMe; R. Ar(p)CFs, 64%

3.1.4 R:Ar(p)OMe; R. Ph, 63%

3.1.5 R:Ar(p)OMe; R. Ar(p)COOH, 66%

3.1.6 R: Ar(p)F; Rz Ar(p)OMe, 76%

3.1.7 R Ar(p)F; R Ar(p)F, 52%

3.1.8 R.:CH:CH:0H; R: Ar(p)OMe, 35%

3.1.9 RlCHzCHzOH, R. Ar(p)F, 25%

Esquema 3.2 — Sintese de imidazolil Maril-triazoles 3.1.1 a 3.1.9 e do intermediario 3.0.3

Na tentativa de encontrar as melhores condicées para estas sinteses foram ensaiadas condicoes
experimentais diversificadas. Na tabela 3.1 encontram-se resumidas as melhores condicOes reacionais
para a sintese de varias estruturas diferentemente substituidas em N-1 do anel de imidazole por reacdo
com diferentes hidrazinas aromaticas.

As condicdes apresentadas traduzem os ensaios que conduziram a melhores resultados numa analise
de rendimento vs tempo de reacdo. A obtencdo destas estruturas requer, na maioria dos casos, meio

basico, o qual foi otimizado recorrendo a adicao de trietilamina.
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Tabela 3.1 - CondicOes experimentais para a sintese de imidazolil Maril-triazoles 3.1

Entrad mmol mmol . n
a R. R: RP hidrazina CoOndicoes Produto (%)
1 Ar(p)OMe Ar(p)OMe 1,69 2,00 ACN (10,0 mL), Et:N (3,0 eq), ta, 3.1.1 92
2 h 30 min

2 Ar(p)OMe Ar(p)F 0,80 0,86 ACN (60,0 mL), EtN (3,0 eq), 3.1.2 83
refluxo, 7 h 30 min

3 Ar(p)OMe Ar(p)CF: 0,64 0,70 i) EtOH (3,0 mL), ta, 2 dias; 3.0.3 (1F) 64
i) 1F + solucdo-mae, Et:N (3,0 3.1.3
eq), ta, 13 dias (1F’)

4 Ar(p)OMe Ph 0,83 1,66 ACN (3,5 mL), Et:N (2,0 eq), ta, 2 3.14 63
h 30 min

5 Ar(p)OMe Ar(n)COOH 0,35 0,39 DMF (1,5 mL), ta, 6 h; 3.15 66
4°C,29h;
ta, 2 dias

6 Ar(p)F Ar(p)OMe 0,90 0,97 ACN (3,5 mL), Et:N (3,0 eq), ta, 7 3.1.6 76
dias

7 Ar(p)F Ar(p)F 0,66 0,74 ACN (3,5 mL), Et:N (3,0 eq), ta, 3.1.7 52
17 dias

8 CH.CH:OH Ar(p)OMe 0,46 0,50 ACN (3,5 mL), Et:N (2,5 eq), ta, 3.1.8 35
13 dias

9 CH.CH:OH Ar(p)F 0,40 0,43 ACN (3,5 mL), Et:N (3,0 eq), ta, 3.1.9 25
11 dias

Numa fase inicial, o imidazolil triazole 3.1.1 foi obtido na presenca de KOH (1,2 eq). Esse ensaio
preliminar permitiu recolher o produto pretendido, mas o tempo de reacdo foi muito longo (vinte e cinco
dias) e o rendimento muito baixo, provavelmente como consequéncia de degradacdo associada ao tempo
de reacdo. A abordagem que permitiu rendimentos mais elevados e melhores tempos de reacao foi
conseguida na presenca de trietilamina, como se comprova pelo tempo de reacao para a obtencao do
composto 3.1.1, que foi reduzido de vinte e cinco dias para duas horas e meia com um rendimento de
92% (entrada 1). Com base nestes resultados, estas condicdes foram reproduzidas para a reacdo do
reagente de partida 1.2 com outras hidrazinas aromaticas.

Na sintese do produto 3.1.2 (entrada 3) recorreu-se a refluxo para diminuir o tempo de reacao, uma vez
que a temperatura ambiente a reacdo demorava dois dias. Desta forma, e sem comprometer a

estabilidade do produto, foi possivel reduzir o tempo de reacao para sete horas e meia.
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Na entrada 3 esta descrita a reacdo que permitiu isolar e identificar o intermediario 3.0. A reacdo
aconteceu em dois momentos. Na primeira parte a reacao decorreu na auséncia de base e o produto,
que precipitou apos dois dias de reacdo a temperatura ambiente, foi caracterizado como sendo a
estrutura 3.0.3. Deu-se continuidade a reacao e, com a adicdo de base, foi possivel obter o produto
3.1.1 que deve ter resultado resultante da ciclizacdo intramolecular do intermediario 3.0.3.

Uma situacdo semelhante a relatada para a entrada 1 encontra-se na entrada 4. Foi possivel sintetizar o
composto 3.1.4 com um tempo de reacdo muito curto, apesar do rendimento ter sido mais baixo do
que o esperado, porgue se perdeu algum composto na lavagem necessaria para garantir que o produto
nao estava contaminado com sal de trietilamonio.

Para o grupo de imidazolil triazoles substituidos em N-1 por Ar(p)OMe, apenas a reacdo com a hidrazina
benzoica nao precisou de meio basico (entrada 5). Com as outras hidrazinas, apds se ter verificado que
os testes realizados com ACN e EtOH na presenca de trietilamina conduziram a tempos de reacdo de
vinte e dezoito dias, respetivamente, surgiu a necessidade de recorrer a DMF. Apesar da DMF trazer
alguns problemas na precipitacdo do produto, consideramos ser esta a abordagem mais eficiente porque
resolvia os problemas de solubilidade dos reagentes de partida, nomeadamente da hidrazina.

Para avaliar a reprodutibilidade das condicdes reacionais testadas para outros substituintes na posicao
1 do anel de imidazole, foram sintetizados os compostos de 3.1.6 a 3.1.9 com recurso a utilizacdo de
ACN como solvente e a trietilamina para promover o meio basico.

A analise global dos resultados permite concluir que as reacdes com hidrazinas substituidas com grupo
eletrodadores conduziram a tempos de reacdo mais longos, embora no caso de Ar(p)F o efeito seja

menos evidente.

3.1.1.1. Caracterizacdo dos imidazolil Maril-triazoles 3.1 e respetivo intermediario 3.0

0 isolamento do intermediario 3.0.3 na auséncia de base permitiu sustentar a proposta mecanistica
que sera apresentada. Essa estrutura foi devidamente caracterizada por *H RMN e os dados obtidos sao

apresentados na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Dados de 'H RMN do intermediario dos

R
imidazolil Maril-triazoles 3.1 (DMSO-d) N__NH2
Sl w
N OCH,CH
| 7]/ 2 3
HI/\I/N O
R
Prod. R./R: H-2 NH. NH OCH.CH: R. R.
3.0.3 Ar(p)OMe 7,29 5,51 8,84 4,06 (2H; q; 7,5 Hz) 7,44 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 7,87 (2H; d;
Ar(p)CF: (IH,s) (2H,s) (1H,s) (1H, s) 1,20 (3H; 1, 7,2 7,11 (2H; d; 8.7 Hz, Hm) 9,0 HzHo)
Hz) 3,82 (3H; s; OMe) 6,99 (2H; d;
9,0 Hz Hm)

Os imidazolil triazoles 3.1 sintetizadas foram identificadas e caracterizadas por ponto de fusdo e analise

elementar (tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Dados fisicos e analiticos para os imidazolil Maril-triazoles 3.1

Ry
N__NH;
Q
NN N
N-R,
HN
%

Valores obtidos

Prod. R. R: p.f. (°C) Férmula Molecular (calculados)
C; H; N (%)

3.1.1  Ar(pOMe Ar(p)OMe 257,1-259,0 CisHieN:O; 60,31; 4,80; 22,21
(60,64; 4,81; 22,19)

3.1.2  Ar(pOMe Ar(o)F 292,8-294.3 CisHiN:FO, 59,02; 4,09; 22,95
(59,06; 4,09; 22,95)

3.1.3  Ar(pOMe Ar(p)CF: >3199 CioHuNeF-0 54,78: 3,57; 19,88
(54,81; 3,61; 20,19)

3.14 Ar(p)OMe Ph >243 2 CiHiN:0..1/4H.0 61,69; 4,71; 23,55
(61,27;4,71; 23,82)

3.1.5  Ar(pOMe Ar(£)COOH >299,8 CioHieN:O. 393,1311
(393,1316)

3.1.6 Ar(pF Ar(p)OMe >290 CisHiN:FO, 59,00; 4,11; 22,68

(59,02; 4,09; 22,95)
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Valores obtidos

Prod. R. R: p.f. (°C) Férmula Molecular (calculados)
C; H; N (%)

3.1.7 ArpF Ar(oF >290 CoHuNF.0 57,43; 3,25; 23,88
(57,62; 3,39; 23,73)

3.1.8 CH.CH.OH Ar(p)OMe >258 2 Cu:HisNsOs 317,1362
(317,1351)

3.1.9 CH.CH.OH Ar(p)F >254 2 Ci:HeN:F0..9/13 HO  49,30; 4,32; 25,96

(49,30; 4,55; 26,55)

a) Ocorre degradacao; b) HRMS [M + 1]

Os dados de ponto de fusdo mostraram que algumas das estruturas degradam antes da mudanca de

estado fisico. As analises elementares permitiram confirmar as proporcdes relativas dos diferentes

elementos quimicos presentes em cada uma das moléculas.

Na tabela 3.4 sao apresentados os dados espetroscopicos obtidos por 'H RMN e IV.

Tabela 3.4 - Dados de '*H RMN e IV dos imidazolil Maril-triazoles 3.1 (DMSO-d)

Ry
N 5 NH2
2¢ |
N2NE_N
N-R
HN\\< 2
0]
Prod. R./R. H-2 NH. NH R. R. IV (Nujol) (cm*)
3.1.1 Ar(p)OMe 7,44 5,44 12,08 7,44 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 7,87 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 3449 f, 33431,
Ar(p)OMe (IH, s) (2H, s) (1H, s) 7,11 (2H; d; 8,7Hz, Hm) 6,99 (2H; d; 9,0 Hz, 3115 m, 3050 m,
3,81 (3H; s; OMe) Hm) 27551, 17111,
3,75 (3H; s; OMe) 16381, 1605 m
3.1.2 Ar(p)OMe 7,44 5,49 12,18 7,45 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 8,02 (2H; dd; /=9,6 Hz; 3444 f, 3341 f,
Ar(p)F (1H, s) (2H, s) (1H,sl) 7,12 (2H; d; 9,0 Hz, Hm)  J=5,0 Hz, Ho) 3118 m, 17161,
3,82 (3H; s; OMe) 7,99 (2H; 1, 9,0 Hz, Ho) 1640 m, 1609 m
3.1.3 Ar(pOMe 7,46 5,58 12,34 7,46 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 8,26 (2H; d; 8,4 Hz, Ho) 3441 m, 3324 m,
Ar(p)CF: (1H, s) (2H, s) (IH,sl)  7.12 (2H;d; 9,0 Hz, Hm) 7,78 (2H; t; 9,0 Hz, 3110 m, 17191,
3,82 (3H; s; OMe) Hm) 1615
3.1.4 Ar(p)OMe 7,45 5,48 12,20 7,45 (2H; d; 9,0 Hz) 8,00 (2H; d; 7,5 Hz) 3427 m, 3330 m,
Ph (1H, s) (2H, s) (1H, s) 7,12 (2H; d; 8,7 Hz) 7,41 (2H; t; 8,4 Hz) 3102 m, 17151,
3,81 (3H; s; OMe) 7,15 (1H; t; 7,2 Hz) 1633 i
3.1.5 Ar(pOMe 7,46 5,57 11,8 7,45 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 8,16 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 3397 f, 3119 m,
Ar(p)COOH (1H, s) (2H, s) 12,8 7,12 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 7,26 (2H; d; 9,0 Hz, 17261, 1693 m,
(IH,sl) 3,81 (3H; s; OMe) Hm) 1636 m, 1606 i
3.1.6 Ar(pF 7,51 5,63 12,09 7,60 (2H; dd; /=9,3 Hz; 7,88 (2H; d; 9,3 Hz, Ho 3378 f, 3297 f,
Ar(p)OMe (IH, s) (2H, s) (1H, sl) J=4,8 Hz, Ho) 6,99 (2H; d; 9,6 Hz, 3118 m, 1711 i,

7,43 (2H; t; 9,3 Hz, Hm)

Hm)
3,76 (3H; s; OMe)

1636 m, 1592 f
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Prod. R/R. H-2 NH. NH R R. IV (Nujol) (cm-)

3.1.7 Ar(pF 7,51 5,68 12,12 7,60 (2H; dd; /=9,0 Hz; 8,04 (2H; dd; /=9,3Hz; 3332 f, 3278 f,
Ar(p)F (1H, sl) (2H, s) (1H, sl) J=b5,1Hz, Ho) J=5,0 Hz, Ho) 3111 m, 1701 i,
7,43 (2H;t; 8,7 Hz, Hm) 7,26 (2H; t; 9,3 Hz, 1659 m, 1589 f
Hm)
3.1.8 CH.CH:OH 7,26 5,54 11,97 3,93 (2H; t; 5,1 Hz) 7,90 (2H; d; 9,3 Hz) 3445 f, 3342 m,
Ar(p)OMe (1H, s) (2H, sl) (IH,sl) 3,65 (2H;t; 5,1 Hz) 6,98 (2H; d; 9,3 Hz 3106 f, 1681 |,
5,10 (1H; sl; OH) 3,75 (3H; s) 16351, 1605 m
3.1.9 CH.CH:OH 7,26 5,68 12,04 3,93 (2H; t; 5,0 Hz) 8,05 (2H; dd; /=8,9 Hz, 3425 f, 3336 m,
Ar(p)F (1H, s) (2H, sl) (IH,sl) 3,66 (2H;t; 5,0 Hz) J=5,0 Hz, Ho) 3107 f, 1681 |,
5,11 (1H; sl; OH) 7,25 (2H; t; 8,9 Hz, 1629 m, 1602 m
Hm)

Nos varios compostos isolados e caracterizados por 'H RMN ¢é possivel detetar um padrao reprodutivel
de alguns sinais. O sinal do protao ligado ao carbono 2 do anel de imidazole apresenta-se como singleto
entre 6 7,26 e 7,51 ppm que integra para um protdo. Pode verificar-se que os desvios quimicos destes
sinais sdo influenciados pelos substituintes em N-1, surgindo a 6 7,26 ppm para as estruturas 3.1.8 e
3.1.9 substituidas em N-1 pelo grupo CH.CH:OH, & 7,44 a 7,46 ppm para as estruturas 3.1.1 a2 3.1.5
substituidas em N-1 pelo grupo aromatico Ar(p)OMe, e 6 7,51 ppm para os outros imidazolil triazoles
3.1.6 ¢ 3.1.7 substituidos com Ar(p)F. A mesma reprodutibilidade nos sinais é encontrada para o grupo
NH: da posicao 5 do anel do imidazole, com singletos a integrar para dois protdes no intervalo & 5,44 a
5,58 ppm. O protéo acidico do anel de triazole surge com sinais largos e desvios quimicos mais elevados
entre (6 11,97 e 12,80 ppm). Este protdo pode estabelecer ligacdes por pontes de hidrogénio que
contribuem para a desprotecao dos sinais. Os sinais atribuidos aos substituintes sdo concordantes entre
as varias estruturas isoladas.

Na analise dos espetros de IV regista-se a presenca da banda intensa, caracteristica do grupo carbonilo,
entre 1681 e 1726 cm-.

A caracterizacdo por =C RMN permitiu a recolha de mais dados que confirmam as estruturas 3.1, tal

como foram previstas (tabela 3.5).
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Tabela 3.5 - Dados de =C RMN dos imidazolil Maril- Ry
N 5 NH2
triazoles 3.1 (DMSO-c) 2<\ |
NZNEN
N-R
HN\\< 2
(@]
Prod. R/R. c-2 c4 €5 €66 C=0 R R.
3.1.1  Ar(gOMe 131,56 106,92 139,02 143,64 152,02 159,17 (Cp), 114,99 (Crm), 159,17 (Cp), 114,99
Ar()OMe 126,58 (Ca), 127,24 (Ci), Cm),
55,59 (OMe) 126,58 (Ca), 127,24 (Ci,
55,50 (OMe)
3.1.2  Ar(gOMe 131,64 106,62 139,27 144,02 152,12 159,18 (Cp), 114,98 (Cm) 158,69 (d; 239,4 Hz)
Ar(p)F 126,60 (Ca), 127,18 (C) (Cp), 115,56 (d; 22,6 Hz)
55,58 (OMe) (Crm),
119,34 (d: 7,7 H) (Ca),
134,69 (C)
3.1.3  Ar(gOMe 131,77 106,26 139,67 144,72 152,35 159,17 (Cp), 114,95 (Cm) 123,81 (q; 32,0 Hz) (Cp),
Ar(p)CF: 126,60 (Co), 127,10 (C) 126,20 (q; 3,5 Hz) (C/m),
55,58 (OMe) 117,13 (Ca), 141,20 (C)
124,37 (q; 268,3 H2)
(CF)
3.1.4  Ar(gOMe 131,6 1067 1382 1440 1520 159,1(Cp), 114,9 (Cm), 139,2; 128,9
Ph 126,5 (Co), 126,7 (C) 124,1; 117,4
55,5 (OMe)
3.1.5 Ar(gOMe 131,78 106,34 139,64 144,65 152,36 159,20 (Cp), 114,99 (Crm), 125,78 (Cp), 116,59
Ar(p/COOH 126,63 (Ca), 127,13 (C) Cm),
55,58 (OMe) 130,47 (Ca), 105,78 (C)
166,97 (COOH)
3.1.6 ArfgF 131,45 107,15 138,84 14384 151,94 161,59 (d; 2439H7) (CH, 155,98 (Cp), 114,02
116,63 (d; 22,9) (Cm), (Cm),
Ar(p1OMe 127,36 (d; 8,9Hz) (Ca), 119,28 (Co), 131,58 (Cj)
130,93 (C) 55,27 (OMe)
3.1.7 AF 131,55 106,86 139,14 14391 152,10 161,63 (d; 244,1Hz) (Cp), 158,67 (d; 239,4 Hz) (Cp),
ArlpF 116,66 (d; 22,6) (C7), 115,54 (d; 21,9 Hz) (Cm),
127,43 (d; 8,9Hz) (Co, 119,34 (d; 7.7 Hz) (Co),
130,89 (C) 134,67 (C)
3.1.8 CHCHOH 131,92 106,46 139,29 14380 152,97 59,82 (CH.0), 159,86 (Cp), 113,96 (C/7)
Ar(p)OMe 45,63(CH:N) 119,17 (Ca), 131,72 (CA
55,27 (OMe)
3.1.9 CHCHOH 132,03 10620 139,59 144,22 152,13 59,82 (CH.0), 158,61 (d; 239,1 Hz) (Cp),
Ar(pF 45,64(CH.N) 115,48 (d; 22,3 Hz) (Cm),
119,26 (d; 7,7 Hz) (Co),
131,72 (C)

Os sinais detetados comparam com estruturas analogas, o que permitiu atribuir os sinais a cada um dos

carbonos correspondentes. Essas atribuicdes foram comprovadas pelas correlacdes observadas por

HMQC e por HMBC. O pico atribuido ao carbono da posicdo 2 do anel de imidazole surge a cerca de
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6 132 ppm. Os sinais de C-4 e C-5, também do anel de imidazole, confirmam posicoes relativas tipicas
deste tipo de estrutura, surgindo a intervalos entre 6 106 e 107 ppm e § 139 e 140 ppm,
respetivamente. O sinal do carbono da posicao 6 do anel de 1,2,4-triazole apresenta um desvio entre &

144 e 145 ppm e o carbono do grupo carbonilo surge entre § 152 e 153 ppm.

3.1.1.2 Estudo cinético em tubo de RMN

Na tentativa de investigar este tipo de reacdes, realizou-se um estudo por *H RMN da evolucéo das
espécies intervenientes, combinando em tubo de RMN e a temperatura de 40°C o imidazole 1.2.1 e

trifluorometil-hidrazina.

/
0
NH.NHC:H.CF: (1,2 eq) >
NH +
<N | 2 DMSO-d (650 pL)
N\
N /NW/OCHZCHS 40°C, 27 dias
NC o
1.2.1

Esquema 3.3 — Reacdo de imidazole 1.2.1 com trifluorometil-hidrazina em tubo de RMN

0 conhecimento prévio dos principais sinais registados para *H RMN do reagente de partida (1.2.1), do
intermediario isolado (3.0.3) e do imidazolil triazole (3.1.3) foram determinantes na deducdo dos

caminhos sintéticos (figura 3.1).
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(o] 0 (0]
8,08 5,51 5,58
N__NH2 N NHz N NH:
766 | 72904 | H 7,464 |
N~ _N. __OCH,CHs N N__OCH,CHjg NTN=N
7]/ 4,16 1,25 IN 4,06 1,20 HN N CF3
NC o HN-Y O 12,34
(0]
RP Intermediario Nao Migrado Imidazolil triazole
1.2.1 3.0.3 3.1.3

Figura 3.1 — Desvios quimicos de *H RMN em ppm para as estruturas 1.2.1, 3.0.3 ¢ 3.1.3
(tabelas 1.4, 3.2 e 3.4)

Através da analise dos espetros realizados em intervalos de tempo regulares, para além destas estruturas
ja referidas, foi possivel identificar outros compostos que evidenciaram novos caminhos sintéticos para
explorar. Verificou-se, nomeadamente, a formacao de um isémero de 3.0.3 no qual o grupo etoxicarbonilo
devera ter migrado para o nitrogénio ligado a C-5 do anel de imidazole (ver seccao 1.2.2 — Capitulo 1),
cuja estrutura foi identificada como 3.0.3a. Observou-se também um tautdmero desta estrutura,
identificado como 3.0.3a’. Para além destes intermediarios, foi possivel identificar os compostos

resultantes da ciclizacao destas estruturas intermediarias migradas, as purinas 3.0.3aa e 3.0.3ab.

% / /
0 ] 0]
H P N__O
N N N (0] CF
N 3,901,00 2 N 3
783 || OCHGH, 811G \\]N//H 705 T [ Q/
N NH, N NNy
Il 5,97 NH H
FsC
Intermediario Migrado Purina Purina
3.0.3a 3.0.3aa 3.0.3bb

Figura 3.2 — Desvios quimicos de 'H RMN em ppm para as estruturas 3.0.3a, 3.0.3aa e

3.0.3bb
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Apds leitura dos vinte espetros recolhidos ao longo de 27 dias foi possivel construir o grafico no qual se

podem ler as proporcoes relativas dos diferentes compostos ao longo do tempo de reacao (figura 3.3).

100
90
80
70 —e—RP (1.2.1)
8 60 —@— Int. Nao Migrado (3.0.3)
%]
% 50 Imidazolil Triazole (3.1.3)
S —@— Int. Migrado (3.0.3a)
X 40 —e— Int. Migrado' (3.0.3a")
30 Purina (3.0.3aa)
—@— Purina (3.0.3ab)
20 ——Etanol
10
0 @ @ @

0 5 10 15 20 25 30
tempo (dias)

Figura 3.3 - Grafico que traduz a evolucéo das quantidades relativas, em percentagem, de cada um
dos componentes na reacédo de 1.2.1 com (trifluorometil)fenil-hidrazina em tubo de RMN

Pela analise do grafico observa-se que o primeiro composto que se forma é o intermediario ndo migrado
3.0.3. Este composto e o reagente de partida sdo os Unicos componentes no meio reacional até se
comecar a detetar a presenca de vestigios de imidazolil triazole 3.1.3 e de intermediario migrado
(3.0.3a) e respetivo tautomero (3.0.3a’). E também neste momento, cerca de 6 horas apos o inicio de
reacao, que se observa formacao de etanol, mas numa quantidade vestigial que ndo ¢ mensuravel. A
presenca de imidazolil triazole 3.1.3 passa a ser quantificavel logo apds a proporcdo de intermediario
nao migrado ser maxima. A partir deste instante, verifica-se uma diminuicdo do intermediario nao
migrado e um aumento da proporcdo de imidazolil triazole até um valor que passa a ser constante a
partir do décimo sexto dia, momento no qual o intermediario ndo migrado se esgota. Esta relacéo permite
observar uma condicao que relaciona o consumo de 3.0.3 com a formacéao do triazole 3.1.3.

A formacao das estruturas migradas, 3.0.3a e 3.0.3a’, acontece de forma residual a partir da sexta hora
de reacdo, momento no qual a formacdo da estrutura ndo migrada atinge a sua propor¢cdo maxima e

momento a partir do qual se esgota a hidrazina no meio reacional. A estrutura migrada tera origem na
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migracdo do grupo etoxicarbonilo para o nitrogénio ligado a C-5 do anel de imidazole do reagente de
partida 1.2.1. A proporcao destas estruturas migradas mantém-se estavel até que se verifica a conversao
destes intermediarios nas purinas 3.0.3aa e 3.0.3ab. Este processo ¢ acompanhado pelo aumento da
proporcao de etanol no meio reacional. Cerca de 17 dias apos o inicio da reacao, as quantidades relativas
das purinas sao constantes no tempo, assim como as quantidades relativas das estruturas migradas.

Este estudo cinético, que decorre a uma temperatura mais elevada do que as reacdes relatadas na tabela
3.1, revela possibilidades sintéticas diferentes das que acontecem a temperatura ambiente, uma vez que
a temperatura mais elevada parece favorecer a formacdo de estruturas migradas e de purinas. No
entanto, a temperatura nao ¢ suficiente para que a ciclizacdo dos intermediarios migrados aconteca na

totalidade.

3.1.1.3 Proposta mecanistica para a sintese do imidazolil Maril-triazole 3.1

O caminho sintético de obtencao dos imidazolil triazoles 3.1 que consta do esquema 3.4 foi comprovado

através da caracterizacao do intermediario 3.0.

Ry
I NH R
N ? R N NH,
S oA N NH; N
IN._OCH,CHy . ¢ |[HN-COOCH,CHs QILd
T N N__OCH,CHs
NC o s (-HCN) N 7]/
NC(,N\NHRZ H|/\r (0]
H R
NH,NHR,
1.2 3.0
R
R N_ _NH
N NH2 <\NI 2
=% N~- M2
N-R (- EtOH) HN -
HN ¢ 2 (NLOCHZCHS
0
0 H
3.1

Esquema 3.4 - Proposta mecanistica para a sintese de imidazolil triazoles 3.1
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Por adicdo de base ao intermediario 3.0, este evoluiu para o composto 3.1, o que comprova que a
estrutura 3.0 ¢ um intermediario da reacdo de obtencdo de imidazolil triazoles. Com base nestes
resultados foi possivel propor o mecanismo apresentado no esquema 3.4. A reacao tem inicio com a
substituicao do grupo ciano a qual se segue ciclizacdo intramolecular, que envolve o atomo de nitrogénio

substituido da hidrazina e o grupo etoxicarbonil, com libertacdo de uma molécula de EtOH.

3.2 Reacao de imidazolil Maril-triazoles com TEOF

A semelhanca da abordagem descrita no capitulo 2, foi avaliada a reatividade dos imidazolil triazoles 3.1
com TEOF para sintetizar estruturas com trés anéis fundidos. A obtencao de estruturas deste tipo tinha
sido possivel a partir de imidazolil triazoles ndo substituidos e, desta forma, decidiu-se verificar se a
reatividade destes triazoles substituidos em N-2 era equivalente a que tinha sido observada anteriormente

(esquema 3.5).

Ry Ry
N._NH2 NN
QO HC(OEY). <l N
NN N N N R
N-R > L N2
HN 2 N«
o) (0]
3.1 3.2

Esquema 3.5 - Sintese das triazolopurinas 3.2

3.2.1 Sintese de triazolopurinas 3.2

A reacdo dos imidazolil triazoles 3.1 com TEOF conduziu & obtencdo das triazolopurinas 3.2

apresentadas no esquema 3.6. As condicdes reacionais escolhidas para esta sintese tiveram como base

0s ensaios otimizados para estruturas equivalentes.
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Ry
N N
HC(OEt). &l \WN
=N N ‘N-Re
N-R, — \ <
0

3.1 3.2
3.2.1 R.Ar(p)OMe; R. Ar(p)OMe, 82%
3.2.2 R.Ar(p)OMe; R. Ar(p)F, 90%
3.2.3 R.Ar(pF; R. Ar(p)OMe, 75%
3.2.4 R.Ar(pF; R Ar(p)F, 79%

Esquema 3.6 — Sintese de triazolopurinas de 3.2.1 a 3.2.4

As melhores condicdes reacionais ensaiadas estao registadas na tabela 3.6 e correspondem as que ja

tinham sido utilizadas na sintese de estruturas deste tipo.

Tabela 3.6 - CondicOes experimentais para a sintese de triazolopurinas 3.2

Entrad mmol mmol _— mn

a R. R. RP HC(OEY): Condicdes Produto (%)

1 Ar(p)OMe Ar(p)OMe 0,66 2,64 ACN (10,0 mL), H.SO.(1 gota), 3.2.1 82
ta, 5 dias

2 Ar(p)OMe Ar(p)F 0,30 1,80 ACN (3,5 mL), H.SO.(1 gota), 3.2.2 90
ta, 3 dias

3 Ar(p)F Ar(p)OMe 0,36 2,13 ACN (3,5 mL), H.SO.(1 gota), 3.2.3 75
ta, 3 dias

4 Ar(p)F Ar(p)F 0,28 1,69 ACN (3,5 mL), H.SO.(1 gota), 3.2.4 79

ta, 17 h

As reacdes aconteceram a temperatura ambiente, em presenca de catalise acida,

17 horas a 5 dias. Os rendimentos obtidos foram bons e os solidos obtidos estavam puros.
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3.2.1.1 Caracterizacdo das triazolopurinas 3.2

Os solidos isolados foram caracterizados e verificou-se que os dados obtidos através das diferentes

técnicas utilizadas correspondiam aos dados de referéncia para estruturas parecidas.

R

N N

<1

N \ "N-Re
N«

Tabela 3.7 - Dados fisicos e analiticos para as triazolopurinas 3.2

(0]

Valores obtidos
Prod. R. R. p.f. (°C) Férmula Molecular (calculados)

C; H; N (%)
3.2.1  Ar(p)OMe Ar(p)OMe > 287 4 CooH1eNsOs b)
3.2.2 Ar(p)OMe Ar(p)F > 286 CisHuNsFO: b)
3.23 Ar(pF Ar(p)OMe > 274 CisHuNsFO: b)
3.24 Ar(pF Ar(p)F > 3059 Ci:HwNsF:0 b)

a) Ocorre degradacao; b) AE pendente (aparelho em manutencgéo)

A tabela 3.8 resume os desvios identificados por 'H RMN e a tabela 3.9 para =C RMN.

Tabela 3.8 - Dados de 'H RMN e IV das triazolopurinas 3.2 (DMSO-d) Ri
N 3a N\ 5
2 | W
N N
N7a \9a‘N’R2
v
(0]
Prod. R/ R. H-2 H-5 R. R. IV (Nujol) (cm*)
3.2.1  Ar(p)OMe 8,61 877 7,69 (2H;d; 9,0 Hz) 7,96 (2H; d; 9,0 Hz) 3101 m, 1811 f, 1740 m,
Ar(pOMe  (lH,s) (IH,s) 7,12 (2H;d; 9,0 Hz) 7,18 (2H; d; 9,0 Hz) 17191, 1661 i, 1591 f,
3,84 (3H; s; OMe) 3,80 (3H; s; OMe) 1545 m, 1523, 1512 i
3.2.2  Ar(p)OMe 8,62 880 7,69 (2H;d; 9,0 Hz) 8,09 (2H; dd; /=9,3 Hz; 3102 m, 1816 f, 1745,
Ar(p)F (1H,s) (1H,s) 7,19 (2H; d; 9,0 H) J=5,0 Hz, Ho) 17321, 1664 i, 1603 m,
3,84 (3H; s; OMe) 7,43 (2H; t; 9,0 Hz, 1548 m, 1523 i, 1506 i
Hm)
3.23  ArpF 8,67 879  7,88(2H;dd; /=9,0Hz; 7,94 (2H; d; 9,3 Hz) 3112 m, 3087 m, 3033 m,
Ar(dOMe  (1H,s) (IH,s) /=5, Hz Ho 7,11 (2H; d; 9,3 Hz) 1809 f, 1747 m, 17291,
7,50 (2H; ;9,0 Hz, Hm) 3,80 (3H; s; OMe) 1652, 1591 f, 1547 f,
1522, 1513
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Prod. R/ R. H-2 H-5 R. R. IV (Nujol) (cm?)

3.24 Ar(pF 8,68 8,82 7,84 (2H; dd; /=9,0 Hz; 8,09 (2H; dd; /=9,6 Hz; 3103 m, 1884 f, 1866 f,
Ar(p)F (IH, s) (IH,s)  J/=5,0Hz, Ho J=5,0 Hz, Ho) 1745 m, 1718, 1665 m,
7,50 (2H; t; 9,0 Hz, Hm) 7,40 (2H; t; 9,0 Hz, 1605 m, 1550 m, 1519,
Hm) 1510

Os sinais obtidos para os protdes da posicédo 2 do anel de imidazole surgem como singletos entre § 8,61
e 8,68 ppm, com integracdo para um protao. Na forma de singleto e com integracao para um protao,
surgem também os sinais relativos ao protdo na posicao 5 do anel de purina com desvios entre § 8,77
e 8,82 ppm. Os dados registados para os substituintes em N-1 do anel de imidazole sdo concordantes
com os sinais identificados para estruturas de trés ciclos fundidos, assim como sao expectaveis os dados
registados para os substituintes R..

Os sinais fortes detetados no espetro de IV entre 1718 e 1732 cm* confirmam a presenca do grupo
carbonilo no anel de triazole.

Nao foi possivel caracterizar as estruturas 3.2.1 a 3.2.3 por =C RMN, uma vez que nao foi possivel
solubilizar as quantidades necessarias para a preparacdo da amostra. No entanto, foi possivel

caracterizar o composto 3.2.4, o que permitiu validar as estruturas propostas (tabela 3.9).

Tabela 3.9 - Dados de =C RMN das triazolopurinas 3.2 (DMSO-d) Ri

N3a N\ 5

2 [ )
N7a \9a\N’R2
N
(@]

Prod. R. R. C-2 C-3a C-l1a C-9a C5 C=0 R R.
3.2.1 Ar(pOMe Ar(p)OMe a) a) a) a) a) a) a) a)
3.2.2 Ar(p)OMe Ar(pF a) a) a) a) a) a) a) a)
3.2.3 Ar(pF Ar(p)OMe a) a) a) a) a) a) a) a)
3.24 ArpF Ar(p)F 141,15 140,84 119,08 137,40 137,27 145,92 161,70 (d; 159,76 (d; 240,4 Hz)

240,3Hz) (Cp  (Cp), 116,12 (d;
116,57 (d; 23,1  22,9) (Cm)

Hz) (Cm) 126,64 121,06 (d; 8,3 Hz)
(d; 89Hz) (Cd  (Co),

130,44 (d; 2,6 133,76 (d; 2,6 Hz)
Hz) (C) (C)

a) muito insoluvel na escala de “C RMN
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O carbono da posicdo 2 do anel de imidazole surge a 6 142 ppm e os sinais para C-3a, C-1a, C-9a e C-
5 séo observados a 6 141, 119, 137 e 137 ppm, respetivamente. Ainda foi possivel atribuir os sinais

para os substituintes através das correlacdes encontradas por HMQC e HMBC.

3.2.1.2 Proposta mecanistica para a sintese de triazolopurinas 3.2

O mecanismo apresentado para a obtencao destas estruturas no esquema 3.7 tem correspondéncia
com os que foram apresentados no capitulo 2 para a sintese de estruturas analogas de trés anéis

fundidos e a partir da mesma estratégia sintética.

Ry . R H R
} 1 ~ 1 H
N -NH2 Et OEy N_ N~ N N)H OEt
<\ l H _ . HJOEt OEt < -
N N GoE " om <\N I H Y I
'N-R N (EtOH) | ON-Re
HN 2 S N N-R, N«
\( (-EOH) T<
0 o 0
3.1
(-EtOH)
R;
N N\ H
I
N \\{N’Rz
N
(0]
3.2

Esquema 3.7 - Proposta mecanistica para a sintese de triazolopurinas 3.2

A sintese da triazolopurina 3.2 acontece por condensacado do grupo amino com TEOF, seguida da

ciclizacao intramolecular com libertacao de etanol..
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3.3 Conclusoes

Com base nos resultados referidos no capitulo anterior, foi possivel explorar a reatividade do M
etoxicarbonil imidazole 1.2 com hidrazinas aromaticas para a obtencéo de novas estruturas de imidazolil
triazoles e triazolopurinas. A diversidade de compostos obtidos demonstra a reprodutibilidade das

reacoes e valida o método de sintese destes produtos.
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3.4 Parte experimental

3.4.1 Sintese de imidazolil triazoles 3.1

Procedimento geral

A hidrazina substituida adicionou-se trietilamina (2,0 a 3,0 eq), excepto para 3.1.5, em acetonitrilo (3,5

mLa 10 mL) ou DMF (1,5 mL). A mistura reacional adicionou-se o reagente 1.2 e deixou-se sob agitacao

a temperatura ambiente ou sob refluxo (3.1.2) entre duas horas e trinta e minutos a dezassete dias. O

produto isolado foi lavado com acetonitrilo, etanol e éter etilico.

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-(4-metoxifenil)-1H-1,2 4-riazol-5(4 A)-ona 3.1.1

A uma suspensao de sal de cloreto de pmetoxifenil-hidrazina
(0,35 g; 2,00 mmol) em acetonitrilo (10 mL) foi adicionada
trietilamina (0,70 ml; 5,07 mmol) e a suspensao passou de
rosa claro a bege. De seguida, adicionou-se 1.2.1 (0,53 g;
1,69 mmol) e a suspensdo, que ficou amarela-torrada, foi
colocada no banho de ultrassons durante alguns minutos. A
mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura
ambiente e duas horas e meia depois do inicio da reacao, por
TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido
consumido. O sodlido branco foi filtrado e lavado com
acetonitrilo, etanol e éter etilico. O produto isolado foi

identificado como sendo 3.1.1 (0,59 g; 1,56 mmol; 92 %).
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3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-(4-fluorofenil)-1 A1, 2 4-triazol-5(4 A)-ona 3.1.2

A uma suspensao de sal de cloreto de 4-fluorofenil-hidrazina o/

(0,14 g 0,86 mmol) em acetonitrilo (3 mL) foi adicionada

trietilamina (0,33 ml; 2,40 mmol). De seguida adicionou-se Q; N,

1.2.1 (0,25 g; 0,80 mmol) e a solucéo foi deixada sob refluxo QO

em agitacdo. Cerca de trinta minutos depois comecou a " HN/N\N—Q—F
precipitar um sélido branco e fofo. Apds sete horas e meia, por \\SJ

TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido
consumido. O solido branco foi filtrado e lavado com
acetonitrilo, etanol e éter etilico. O produto isolado foi

identificado como sendo 3.1.2 (0,24 g; 0,66 mmol; 83 %).

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-(4-(trifluorometil)fenil)-1 A#1,2 4-+triazol-5(4 A)-ona 3.1.3

A uma suspensao amarela de 1.2.1 (0,20 g; 0,64 mmol) em o

etanol (3 mL) adicionou-se a (trifluorometil)fenil-hidrazina Q

(0,12 g, 0,70 mmol). Deixou-se a mistura reacional sob

N_ _NHy
agitacao a temperatura ambiente e, apds um dia, a cor da <\ |

N _N
suspensdo havia-se alterado para bege. Ao fim de dois dias, HNKN-@CFS
por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia 0

sido consumido. O sélido laranja foi filtrado e lavado com
etanol e éter etilico. O produto isolado foi identificado como
sendo uma mistura de dois compostos que foram identificados
como sendo 3.1.3 e o respetivo intermediario 3.0.3. A
primeira fracao recolhida foi adicionada a solucao-mae
juntamente com trés equivalentes de trietilamina (0,26 ml;
1,92 mmol) e deixada sob agitacdo a temperatura ambiente.
Ao fim de treze dias sob agitacdo a temperatura ambiente
apenas se observava uma mancha no TLC. O sélido branco foi
filtrado e lavado com etanol e éter etilico. O produto isolado foi

identificado como sendo 3.1.3 (0,17 g;0,41 mmol;64 %).

85



3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-fenil-1 41,2 4+riazol-5(4 A)-ona 3.1.4

A uma suspensao de fenil-hidrazina (0,18 g; 1,66 mmol) em o

acetonitrilo (3,5 mL) foi adicionada trietilamina (0,23 mL; 1,66 Q

mmol). De seguida adicionou-se 1.2.1 (0,26 g; 0,83 mmol) e NH,

a solucado foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente. <\ l

Apds duas horas e meia, por TLC, houve evidéncias de que o " HN/\;NQ
reagente de partida havia sido consumido. O sélido rosa claro o

foi filtrado e lavado com acetonitrilo, etanol e éter etilico. O
produto isolado foi identificado como sendo 3.1.4 (0,18 g;

0,52 mmol; 63 %).

acido  4-(3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-5-oxo-4,5-dihidro-1 /41,2, 4-triazol-1-yl) benzoico
3.15

A uma solucao de 1.2.1 (0,11 g; 0,35 mmol) em DMF (1,5 /

ml) adicionou-se a hidrazina benzoica (0,06 g; 0,39 mmol) e Q

deixou-se a solucao avermelhada sob agitacao a temperatura

NH,
ambiente. Duas horas depois comecou a precipitar um solido <\ I
N _N,
esbranquicado. Apos trés dias do inicio da reacao, por TLC, HNKNOCOOH
houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido o

consumido. O solido cinzento claro foi filtrado e lavado com
etanol e éter etilico. O produto isolado foi identificado como

sendo 3.1.5 (0,09 g, 0,23 mmol, 66 %).

3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-(4-metoxifenil)-1 41,2 4-riazol-5(4 A)-ona 3.1.6

A uma suspensao de sal de cloreto de p-metoxifenil-hidrazina F
(0,17 g; 0,97 mmol) em acetonitrilo (3,5 ml) foi adicionada

trietilamina (0,37 ml; 2,70 mmol). De seguida adicionou-se

NH,
1.2.2 (0,27 g; 0,90 mmol) e a suspensdo amarela-torrada foi <\ |
N /N\ /
deixada sob agitacdo a temperatura ambiente. Apés um dia a HNKNOO
suspensdo comecou a ficar esbranquicada, e seis dias e meio 0

depois do inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que

o0 reagente de partida havia sido consumido. O solido branco
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foi filtrado e lavado com acetonitrilo, etanol e éter etilico. O
produto isolado foi identificado como sendo 3.1.6 (0,25 g;
0,68 mmol; 76 %).

3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-(4-fluorofenil)-1 #1,2,4-+triazol-5(4 A)-ona 3.1.7

A uma suspensao de sal de cloreto de 4-fluorofenil-hidrazina
(0,12 g; 0,74 mmol) em acetonitrilo (3,5 mL) foi adicionada
trietilamina (0,27 ml; 1,98 mmol). De seguida adicionou-se
1.2.2 (0,20 g; 0,66 mmol) e a suspensao amarela foi deixada
sob agitacao a temperatura ambiente. Apos dezassete dias,
por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia
sido consumido. O solido bege claro foi filtrado e lavado com
acetonitrilo e éter etilico. O produto isolado foi identificado

como sendo 3.1.7 (0,12 g; 0,34 mmol; 52 %).
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3-(5-amino-1-(2-hidroxietil)-1 Aimidazol-4-il)-1-(4-metoxifenil)-1 41,2, 4-triazol-5(4 A-ona 3.1.8

A uma suspensao de sal de cloreto de pmetoxifenil-hidrazina
(0,08 g; 0,46 mmol) em acetonitrilo (3,5 mL) foi adicionada
trietilamina (0,16 mL; 1,15 mmol). De seguida adicionou-se
1.2.3 (0,12 g; 0,48 mmol) e em instantes a suspensao deu
lugar a uma solucao ligeiramente avermelhada que foi deixada
sob agitacdo a temperatura ambiente. Apos trés dias comecou
aparecer um solido claro em suspensao, e treze dias depois
do inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o
reagente de partida havia sido consumido. O solido bege claro
foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto
isolado foi identificado como sendo 3.1.8 (0,05 g; 0,16 mmol;
35 %).
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3-(5-amino-1-(2-hidroxietil)-1 Aimidazol-4-il)-1-(4-fluorofenil)-1 41,2 ,4-triazol-5(4 A-ona 3.1.9

A uma suspensao de sal de cloreto de 4-fluorofenil-hidrazina  HOH,CH,C

NH
(0,07 g; 0,43 mmol) em acetonitrilo (3,5 mL) foi adicionada <\N | 2
trietilamina (0,17 ml; 1,20 mmol). De seguida adicionou-se N /N\NOF
HN
1.2.3 (0,10 g; 0,40 mmol) e em instantes a suspensao, que \(O

foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente, deu lugar a
uma solucao. Apds cerca de quatro horas comecou a aparecer
um solido claro e depois de onze dias, por TLC, houve
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido.
0O sdlido rosa claro foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter
etilico. O produto isolado foi identificado como sendo 3.1.9

(0,03 g; 0,10 mmol; 25 %).

3.4.2 Sintese de triazolopurinas 3.2

Procedimento geral

A uma suspensao de 3.1 em acetonitrilo (3,5 a 10 mL) sob agitacdo a temperatura ambiente foi
adicionado ortoformiato de etilo (4,0 a 6,0 eq) e uma gota de acido sulfurico concentrado. Apds dezassete
horas a cinco dias, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. O

sélido branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo, etanol e éter etilico.

3,7-bis(4-metoxifenil)-3 A4[1,2,4]triazolo[5, 1-i]purin-8(7 A)-ona 3.2.1

A uma suspensao de 3.1.1 (0,25 g; 0,66 mmol) em acetonitrilo (10 g

mL) sob agitacdo a temperatura ambiente foram adicionados Q

ortoformiato de etilo (0,44 mL; 2,64 mmol) e uma gota de acido N

sulfurico concentrado. Apds cinco dias, por TLC, houve evidéncias de QNI:N\ @o\
que o reagente de partida havia sido consumido. O sélido branco foi &«N

filtrado e lavado com acetonitrilo, etanol e éter etilico. O produto isolado

foi identificado como sendo 3.2.1 (0,21 g; 0,54 mmol; 82 %).
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7-(4fluorofenil)-3-(4-metoxifenil)-3 A[1,2,4]triazolo[5, 1-ilpurin-8(7 A)-ona 3.2.2

A uma suspensao de 3.2.2 (0,11 g; 0,30 mmol) em acetonitrilo (3,5
mL) sob agitacdo a temperatura ambiente foram adicionados
ortoformiato de etilo (0,30 ml; 1,80 mmol) e uma gota de acido sulfurico
concentrado. Apds trés dias, por TLC, houve evidéncias de que o
reagente de partida havia sido consumido. O sélido branco foi filtrado e
lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto isolado foi identificado

como sendo 3.2.2 (0,10 g; 0,27 mmol; 90 %).
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3-(4-fluorofenil)-7-(4-metoxifenil)-3 A4[ 1,2 ,4]triazolo[5, 1-i]purin-8(7 A)-ona 3.2.3

A uma suspensao de 3.1.6 (0,13 g; 0,36 mmol) em acetonitrilo (3,5
mL) sob agitacdo a temperatura ambiente foram adicionados
ortoformiato de etilo (0,35 ml; 2,13 mmol) e uma gota de acido sulfurico
concentrado. Apds trés dias, por TLC, houve evidéncias de que o
reagente de partida havia sido consumido. O sélido branco foi filtrado e
lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto isolado foi identificado

como sendo 3.2.3 (0,10 g; 0,27 mmol; 75 %).

3,7-bis(4-fluorofenil)-3 A4[1,2,4]triazolo[5, 1-i]purin-8(7 A)-ona 3.2.4

A uma suspensao de 3.1.7 (0,10 g; 0,28 mmol) em acetonitrilo (3,5
mL) sob agitacdo a temperatura ambiente foram adicionados
ortoformiato de etilo (0,28 ml; 1,69 mmol) e uma gota de acido sulfurico
concentrado. Apds cerca de dois minutos a suspensao bege clara inicial
foi ficando levemente rosa e cinco minutos depois passou tudo a
solucao dessa cor. Em instantes comecou a aparecer um solido branco
e fofo em suspensdo e apds dezassete horas do inicio da reacdo, por
TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido
consumido. O sélido branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter
etilico. O produto isolado foi identificado como sendo 3.2.4 (0,08 g;
0,22 mmol; 79 %).

89

F

3

N N\W
QNJV'YN\NQO\
=
o)



90



CAPITULO 4.

REAGT\O DE IMIDAZOLIL CIANOMETILENOCARBAMATOS COM HIDRAZIDAS E
POSTERIOR CICLIZAGAO

4. REACAO DE IMIDAZOLIL CIANOMETILENOCARBAMATOS COM HIDRAZIDAS E POSTERIOR
CICLIZACAO

4.1.Reacao de imidazolil cianometilenocarbamatos com hidrazidas
4.1.1. Sintese de imidazolil Macil-triazoles e respetivos intermediarios
4.1.2. Sintese de isoguaninas
4.1.3. Sintese de triazolopurinas

4.2.Reacao de imidazolil triazoles com TEOF

4.3.Conclusdes

4.4, Parte experimental
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4. REACAO DE IMIDAZOLIL CIANOMETILENOCARBAMATOS 1.2 COM HIDRAZIDAS E
POSTERIOR CICLIZACAO

4.1. Reacao de imidazolil cianometilenocarbamatos com hidrazidas

Dando continuidade ao estudo da reatividade do Aletoxicarbonil imidazole 1.2, e apds conhecimento
sintético adquirido através do trabalho descrito nos capitulos anteriores, foi avaliada a reatividade do
imidazole 1.2 com hidrazidas. Este trabalho implicou abordagens distintas e diversificadas, em funcao
dos diferentes produtos obtidos para diferentes condicdes reacionais. Nestes estudos confirmou-se
também a possibilidade do ataque nucleofilico de hidrazidas ao carbono ligado a C-4 do anel de imidazole
e posterior ciclizacao para obtencdo de imidazolil triazoles 4.1.1. Foi também possivel promover a
formacao de isoguaninas 4.1.2 e de estruturas triciclicas 4.1.3, dependendo do composto do meio

reacional e da temperatura a que decorrem as reacoes (esquema 4.1).

gy NH Ry R
<N| 2 N NH, <N /N\fo
N\
NSNCN R . & 4 NHNHCOR. . SN
i N N /N7]/OCHQCH3 S N
o
Tg) NC 0o Ro
4.1.1 1.2 4.1.3
Ry
‘N NH,

(0]

Ry
| NN
<\NLN‘ _<R2 <\N:§/\;’/‘N—<R2
N
0 . H o

AN NH,
o)
4.1.1 4.1.2

Esquema 4.1 - Sintese de imidazolil Macil-triazoles 4.1.1, de isoguaninas 4.1.2 e de 1,2,4-

triazolopurinas 4.1.3
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4.1.1. Sintese de imidazolil Macil-triazoles e respetivos intermediarios

A introducdo de um grupo acilo em N-2 do triazole foi possivel através da reacdo do Aetoxicarbonil

imidazole 1.2 com hidrazidas. Durante os diferentes testes efetuados foi possivel isolar o intermediario

4.0.1, como esta descrito no esquema 4.2. Foram avaliadas as condi¢des experimentais que permitiram

isolar as estruturas 4.1.1, nomeadamente a composicao do meio e a temperatura.

Ry Ry

N_ NH, NH,

N
Q| S L/H
N /NW/OCHZCH3 N ) 7]/OCH2CH3

NC o NN O

1.2 4.0.1
4.0.1.1 R:Ar(p)OMe; R: NH.
4.0.1.2 R:Ar(p)OMe; R: Ph

4.0.1.3 R:Ar(p)OMe; R. CH;

R4
N NH,
q
NN N «Rz
N
HN
o)
1

4.1.1

4.1.1.1 R:Ar(p)OMe; Rz NH., 54%
4.1.1.2 R:Ar(p)OMe; R: Ph, 60%
4.1.1.3 R:Ar(p)OMe; R. CHs, 82%
4.1.1.4 R:Ar(p)OMe; R: Pir, 14%
4.1.1.5 R:Ar(p)OMe; R H, 67%
4.1.1.6 R.Ar(p)F;  R.Ph, 29%
4.1.1.7 R.Ar(pF;  R.CH;, 76%
4.1.1.8 R.Ar(p)CN; R, CHs, 49%

4.1.1.9 R. CHZCHZOH, R. CH3,
78%

Esquema 4.2 - Sintese dos imidazolil Macil-triazoles 4.1.1.1 a 4.1.1.9

Na tabela 4.1 estao descritas as melhores condicoes reacionais e alguns testes que revelaram interesse

para o estudo do mecanismo da reacao. Estas condicbes sao as que revelam mais interesse no estudo

do mecanismo e da reatividade dos reagentes e incluem as reacdes que permitiram a obtencao de

melhores resultados, quer na razao de produto obtido, quer em tempo de reacao.
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Tabela 4.1 - CondicOes experimentais para a sintese de imidazolil Macil-triazoles 4.1.1

Entrad mmol mmol ne
a R. R: RP h|d|:zm Condicoes Produto (%)
1 Ar(p)OMe NH. 0,35 0,36 CH:CN (5,0 mL), EtN (45 4.1.1.1 54
eq), ta, 3 dias

2 Ar(p)OMe  NH. 1,69 1,85 CH:CN (5,0 mL), EtN (2,0 4.0.1.1+4.1.1.1 42
eq), ta, 3 dias (53% + 47%)

3 Ar(p)OMe NH. 0,36 0,40 DMF/H.O0 (4,0:1,0 mL), 4.1.1.1 46
K:COs (1,1 eq), ta, 20 dias

4 Ar(p)OMe  Ph 0,43 0,47 DMF (0,5 mL), ta, 3 dias 4.0.1.2 38

5 Ar(p)OMe  Ph 1,48 1,63 i) CH:CN/EtOH (4,0:2,0 4.1.1.2+2.1.1.1 51
mL), ta, 11 dias (88% + 12%)
i) Solucdo-mae, CH:CN
(2,0 mL), DBU (1 gota), ta,
1 més

6 Ar(p)OMe  Ph 0,48 0,52 i) EtOH (3,0 mL), Et:N (4,0 4.1.1.2+2.1.1.1 33
eq), ta, 5 dias (72% + 28%)
i) 40°C, 1 dia

7 Ar(p)OMe  Ph 0,67 0,73 CH.CN seco (8,0 mL), 4.1.1.2+2.1.1.1 60
DBU (1 gota), refluxo, (72% + 28%)
6h30 min

8 Ar(p)OMe CH: 0,82 0,91 CH.CN (5,0 mL), ta, 15 4.0.1.3+4.1.1.3 58
dias (77% + 23%)

9 Ar(p)OMe  CH: 1,41 1,56 CH:CN (5,0 mL), ta, 1 més 4.0.1.3+4.1.1.3 58

(76% + 24%)

10 Ar(p)OMe CH. 0,74 0,81 CH:CN (3,0 mL), EtN (3,0 4.1.1.3 82
eq), ta, 7 dias

11 Ar(p)OMe  Pir 0,42 0,44 CH:CN (3,0 mL), EtN (3,0 4.1.1.4+2.1.1.1 15
eq), ta, 6 dias (23% + 77%)

12 Ar(p)OMe H 0,48 0,53 CH:CN (3,5 mL), EtN (3,0 4.1.1.5+2.1.1.1 38
eq), ta, 3 dias (64% + 36%)

13 Ar(p)OMe H 0,48 0,53 CH:CN (3,5 mL), EtN (3,0 4.1.1.5+2.1.1.1 67
eq), 8,5° C, 2 dias (85% + 15%)

14 Ar(p)F Ph 0,86 0,95 CH:CN (3,5 mL), EtN (3,0 4.1.1.6 +2.1.1.2 29
eq), ta, 1 més e 24 dias (40% + 60%)

15 Ar(p)F CH: 0,70 0,81 CH:CN (3,0 mL), EtN (3,0 4.1.1.7 76

eq), ta, 1 dia
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mmol

Entrad mmol . . . ne
a R: R: RP h|d|:zm Condicdes Produto (%)
16 Ar(pCN CH. 0,39 0,41 CH:CN (3,0 mL), E&N (3,0 4.1.1.8 49

eq), ta, 8 dias
17 CHCH.OH CH, 0,36 0,41 CH:CN (3,5 mL), E&N (3,0 4.1.1.9 78

eq), ta, 2 dias e meio

a) O rendimento foi calculado com base na quantidade de imidazolil Macil-triazole 4.1.1.

O estudo com hidrazinas deu indicacdo de que 0 meio basico seria necessario para que a reacao
acontecesse. Esse foi 0 meio escolhido para a maioria das reacdes, no entanto, nas entradas 4, 8 e 9
foi avaliada a possibilidade da reacao ter inicio sem a adicao de base. Verificou-se, nos trés casos, que
0 ataque nucleofilico da hidrazina ao carbono ligado a C-4 do anel de imidazole acontecia, uma vez que
se identificaram as estruturas 4.0.1.2 e 4.0.1.3 como compostos intermediarios da reacao de sintese
dos triazoles. No caso das entradas 8 e 9, para a reacado de 1.2.1 com a hidrazina acética, a reacao
evoluiu para a estrutura 4.1.1.3, mas ndo foi possivel observar a conversdo da totalidade do
intermediario em triazole, mesmo com tempos de reacdo bastante longos. No caso da hidrazida
benzoica, entrada 4, a sintese de triazole ndo chegou a acontecer e a obtencédo da estrutura 4.1.1.2
apenas aconteceu quando se adicionou base ao meio reacional (entrada 5). Esta reacéo teve inicio sem
adicdo de base, mas uma vez que por TLC nao se verificava a formacdo do triazole, adicionou-se uma
quantidade catalitica de DBU. Esta alteracdo permitiu a formacdo de 4.1.1.2 mas, em simultaneo,
observou-se a formacao da estrutura 2.1.1.1, produto da clivagem do grupo acilo ligado a A2 do anel
de triazole. Na tentativa de evitar a formacdo de 2.1.1.1, optou-se por uma base mais fraca, a
trietilamina, que evidenciava bons resultados noutros ensaios. Na entrada 6 verifica-se que o recurso a
esta base ndo foi suficiente para que se verificasse a ciclizacdo intramolecular completa, que s6 se
observou com o aumento da temperatura para os 40° C. Ainda assim, a obtencao de produto clivado foi
inevitavel, tal como aconteceu a temperaturas mais elevadas, mesmo utilizando condicdes anidras e
diminuindo o tempo da reacdo, na tentativa de evitar o produto indesejado (entrada 7).

O efeito do substituinte R. revela-se determinante na obtencdo de imidazolil triazoles 2.1.1, pois a
facilidade de clivagem do acilo depende da natureza do grupo abandonante que se forma. Assim, verifica-
se que quando R:= NH: ou CHs, n&o se identifica a formacao de 2.1.1, até mesmo quando se recorre a
meio aquoso para dissolucdo da base utilizada (entrada 3). A estabilidade de 4.1.1.3 foi testada num
refluxo em DMSO e verificou-se que, mesmo apds uma hora, nao se observava a formacao da estrutura

clivada, isolando-se o reagente de partida.
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4.1.1.1. Caracterizacdo dos imidazolil Macil-triazoles 4.1.1 e respetivos intermediarios 4.0.1

Os intermediarios 4.0.1.1 e 4.0.1.3 foram identificados em misturas com o triazole e, apesar do
intermediario 4.0.1.2 ter sido isolado sozinho, ndo foi possivel proceder a caracterizacdo por IV ou AE,
uma vez que a amostra estava contaminada com DMF. Estas estruturas 4.0.1.1, 4.0.1.2 ¢ 4.0.1.3

foram caracterizadas por '*H RMN e os dados estao registados na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Dados de '*H RMN dos intermediarios acilados 4.1.1 Ry 5 NH
N 2
N 2¢ |
(DMSO-a) N 6 H
NA~2-N._ _OCH,CH,
o
NN O
RZ/&O
Prod. R./R: H-2 NH. NH NH OCH.CH: R. R.
4.0.1. Ar(pOMe 7,22 6,24 8,66 882 407 (2H;q;69Hz) 7,39 (2H;d;9,0HzHg 5,51 (2H, s)
1 NH: (IH,s)  (2H,s) (IH,s) (I1H,s) 1,20 (3H;t; 7,11 (2H; d; 8,7 Hz, Hm)
6,9 Hz) 3,80 (3H; s; OMe)
4.0.1. Ar(dOMe 7,31 6,18 9,36 110 418(2H;q;69Hz) 7,42 (2H;d; 8,7 HzHg 7,83 (2H; d;
2 Ph (IH,s)  (2H,s) (IH,s) (I1H,s) 1,25 (3H;t; 7,12 (2H; d; 8,7 Hz, Hm) 6,9 Hz)
7,1 Hz) 3,81 (3H; s; OMe) 7,54 (1H, m)
7,48 (2H, m)
4.0.1. Ar(pOMe 7,25 6,00 891 10,32 4,08(2H;q;69Hz) 7,39 (2H;d;9,0HzHg 1,94 (3H, s)
3 CH: (IH,s)  (2H,s) (IH,s) (IH,s) 1,21 (3H;t; 7,10 (2H; d; 8,7 Hz, Hm)
7,1 Hz) 3,81 (3H; s; OMe)

Na tabela 4.2 destaca-se a presenca de um padrdo constante para o sinal do protéo ligado ao carbono
2 do anel de imidazole, que se apresenta como singleto entre 6 7,22 e 7,31 ppm. A mesma
reprodutibilidade é encontrada para os sinais dos dois protées do grupo NH. ligado ao carbono 5 do anel
de imidazole, que apresentam desvios entre § 6,00 e 6,24 ppm. Os sinais mais altos correspondem aos
protdes NH da unidade amidrazona representada ou, eventualmente, a uma forma tautomérica desta
unidade.

Foi possivel confirmar as estruturas propostas através da caracterizacdo por *C RMN (tabela 4.3).
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Tabela 4.3 - Dados de *C RMN dos intermediarios Ry

N_5_NH,
acilados4.0.1 (DMSO-d) 2§ Il 4
NZ2-N_ _OCH,CHg
o
NN O
Rz/&o
c=0 c=0
Prod. R./R: c-2 C-4 C-5 C-6 OCH.CH R R. R:

3

4.0.1.1 Ar(p)OMe 129,47 113,76 138,26 134,85 153,76 143,95 158,89 (Cp), 114,91 (Cm), -
NH: 61,67 126,29 (Co), 127,58 (C),
14,29 55,51 (OMe)

4.0.1.2 Ar(H)OMe 129,86 112,30 140,68 139,91 154,02 161,94 15897 (Co), 114,94 (Cm) 131,48;

Ph 60,82 126,24 (Co), 127,43 (C) 128,57
14,41 55,52 (OMe) 127,11;
133,66

4.0.1.3 Ar(pOMe 129,58 11371 139,91 138,29 153,44 164,66 158,87 (Co), 114,91 (Cm) 21,46
CH 60,85 126,09 (Ca), 127,55 (C)
14,36 55,52 (OMe)

Através de correlacdes obtidas por HMQC e HMBC foi possivel confirmar a atribuicdo das estruturas

apresentadas como intermediarios.

Figura 4.1 - Correlacoes registadas em HMBC para as estruturas 4.0.1

Os carbonos do anel de imidazole apresentam sinais caracteristicos, verificando-se que o sinal do
carbono 2 surge por volta de 6 129 ppm. O hidrogénio ligado a este carbono correlaciona com C-4 e
com C-5 a duas ligacdes e com C-2 a uma ligacéo. Assim, o sinal do carbono 4 esta entre § 112 e 113
ppm € o do carbono 5 entre 6 138 e 140 ppm. O sinal do carbono ligado ao anel de imidazole em C-4
apresenta desvios quimicos entre § 134 e 139 ppm. O protdo ligado ao nitrogénio da unidade de
hidrazida incorporada estabelece correlacdes a duas ligacbes com este carbono e a trés ligacdes com o

carbono do grupo carbonilo ligado a R.. O sinal do carbono deste grupo carbonilo observado a § 144
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ppm para 4.0.1.1 e entre § 162 e 165 ppm para 4.0.1.2 ¢ 4.0.1.3, ¢ confirmado pela correlacdo a
duas ligacdes dos hidrogénios dos substituintes em R..
As estruturas 4.1.1 foram igualmente identificadas e caracterizadas para comprovacao das propostas

apresentadas e os dados fisicos e analiticos estdo registados na tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Dados fisicos e analiticos para os imidazolil

Macil-triazoles 4.1.1

N NH,

<

N

R

/N\
v~
HN
(0]
jS

Valores obtidos

Prod. R. R: p.f. (°C) Férmula Molecular (calculados)
C; H; N (%)
4.1.1.1 Ar(p)OMe NH. >298 « C::H1:N:0: 49,21; 4,24; 31,02
(49,52; 4,13; 31,11)
4.1.1.2 Ar(p)OMe Ph c) CisHisNeFO: c)
4.1.1.3 Ar(p)OMe CH: >258 4 C1sH1:N+O: 53,72; 4,50; 26,45
(53,50; 4,45; 26,75)
4.1.1.4 Ar(p)OMe Pir c) CisHisN:0s c)
4.1.1.5 Ar(p)OMe H c) CisHiNsOs c)
4.1.1.6 Ar(p)F Ph c) CisH:NsFO. c)
4.1.1.7 Ar(p)F CH: >315 C::H1NsFO..0,18H.0 51,10; 3,64; 27,75
(51,66; 3,64; 27,81)
4.1.1.8 Ar(p)CN CH: >291 « Cu:Hx:NO. d)
4.1.1.9 CH.CH.0OH CH: 264,3- CsH2N40: 253,1055
267,9 (253,1049)

a) Ocorre degradacao; b) HRMS [M + 1]%; c) A amostra corresponde a uma mistura; d) AE pendente (aparelho em manutencéo)

0 facto da clivagem do grupo acilo ter acontecido em quase todas as situacdes levou ao isolamento de

misturas, o que nao permitiu a caracterizacao de alguns imidazolil triazoles por determinacao do ponto
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de fusdo ou por analise elementar. Ainda assim, foi possivel a caracterizacdo por 'H, *C RMN e

correlacdes por HMQC e HMBC e os resultados estdo apresentados na tabela 4.5 e na tabela 4.6.

Tabela 4.5 - Dados de *H RMN e |V dos imidazolil Maciltriazoles 4.1.1 Ri NH
NS5 2
(DMSO-) 2( |
NN R,
N
HN\< o)
(0]
Prod. R./R. H-2 NH. NH R. IV (Nujol) (cm*)
4.1.1.1  Ar(p)OMe 7,44 5,62 12,80 - 7,44 (2H; d; 8,1 HzHo) 3584 m, 3376, 3308 i,
NH: (1H, s) (2H, s) 11,20 7,11 (2H; d; 8,7 Hz, Hm) 3224, 3112 i, 2748 i,
(IH,sl) 3,81 (3H; s; OMe) 2046 i, 1907 f, 1746 i,
1717 i, 1632 i, 1604 i,
15761, 1520 i
4.1.1.2  Ar(y)OMe 7,46 5,48 12,37 7,42 (2H; d; 9,0HzHg 7,81 (2H; d; Ho a)
Ph (1H, s) (2H, s) (1H, sl) 7,12 (2H;d;9,0Hz,Hm) 7,59 (1H; t; 7,5 Hz, Hp)
3,80 (3H; s; OMe) 7,47 (2H; t; 7,5 Hz, Hm)
4.1.1.3  Ar(p)OMe 7,45 5,61 12,31 7,43 (2H; d; 8,7 Hz Ho) 34141, 32881, 3183 m,
CH: (1H, s) (2H, s) (IH,sl)  7.12(2H;d; 9,0 Hz, Hm) 3145 m, 3110 i, 2741
3,82 (3H; s; OMe) m, 2048 f, 1893 f, 1741
i, 17031, 1617 i, 1576
m, 1522 m
4.1.1.4  Ar(p)OMe 7,47 5,48 12,42 7,42 (2H; d; 9,0 Hz) 8,79 (2H; d; 6,0 Hz) a)
Pir (1H, s) (2H, s) (1H, s) 7,11 (2H; d; 9,0 Hz) 7,81 (2H; d; 6,3 Hz)
3,81 (3H; s; OMe)
4.1.1.5 Ar(y)OMe 7,48 5,68 12,46 7,42 (2H; d; 9,0 Hz Ho) a)
H (1H, s) (2H, s) (1H, sl) 7,12 (2H; d; 8,7 Hz, Hm)
3,81 (3H; s; OMe)
4.1.1.6 Ar(pF 7,47 5,57 12,38 7,56 (2H; dd; /=8,7 Hz; 7,92 (2H; d; 7,2 Hz, Ho) a)
Ph (1H, s) (2H, s) (1H, sl) J=51HzHog) 7,80 (2H; t; 7,2 Hz, Hm)
7,40 (2H; t; 9,0 Hz Hm)
4.1.1.7  Ar(pF 7,51 5,70 12,31 7,58 (2H; dd; /=9,0 Hz; 3414 m, 32851, 3181 f,
CH: (1H, sl) (2H, s) (I1H,sl)  J/=4,8HzHo) 3152f,3108i, 2773 m,
7,43 (2H; t; 8,9 Hz Hm) 2744 m, 2683 m, 1903
f, 1756 i, 1698 i, 1660
f, 16001, 1578 m, 1521
m
4.1.1.8  Ar(pCN 7,65 5,84 8,08 (2H; d; 6,6 Hz Ho) 3417 m, 3292 m, 3107
CH: (1H, s) (2H, s) 7,78 (2H; d; 6,6 Hz Hm) m, 22311, 1753, 1696
i, 1617
4.1.1.9 CH.CH.OH 7,25 5,65 12,15 3,91 (2H; t; 5,1 Hz) 3369 m, 3303f,3110f,
CH: (1H, s) (2H, sl) (IH,sl) 3,64 (2H;t; 5,1 Hz) 17431, 16891, 1628 m,

5,00 (1H; sl; OH)

1610 m, 1585 f

a) A amostra corresponde a uma mistura
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Os sinais registados para os produtos identificados reproduzem um padrao entre elas e a confianca na

proposta de estruturas apresentada é corroborada pelo facto deste padrdo ser analogo aquele que se

registou para os imidazolil triazoles 3.1. Para o protao ligado a C-2 do anel de imidazole os sinais singleto

a integrar para um protdo estdo entre § 7,25 e 7,51 ppm. O singleto relativo aos dois protdes do grupo

NH: apresenta desvios quimicos entre § 5,48 e 5,69 ppm e o singleto do protdo acidico no anel de

triazole apresenta desvios quimicos por volta dos & 12 ppm. Os restantes dados registados para os

substituintes sao consistentes com outras estruturas sintetizadas com os mesmos substituintes.

Na analise do espetro de IV dos compostos que foram obtidos puros sdo identificados a bandas intensas

correspondentes aos grupos carbonilo entre 1698 e 1756 cm-.

Tabela 4.6 - Dados de =C RMN dos imidazolil Macil-triazoles Ri NH
NS 2
4.1.1 (DMSO-d) 2¢ |
N2EN R,
N
HNW< o)
(@)
c=0
Prod. R/R. c4 C5 c6 Cc=0 o R. R.
4.1.1.1 Ar(pOMe 131,63 10579 140,02 144,00 15294 149,82 159,21 (Cp)
NH. 114,99 (Cm)
126,67 (Co)
127,09 (CA
55,59 (OMe)
4.1.1.2 Ar(pOMe 131,97 10582 140,47 14570 15233 16510 159,19 (Co) 132,11 (d) (Cp)
Ph 114,95 (Cm) 127,83 (d) (Cm)
126,50 (Co) 129,49 (d) (Co)
126,92 (C) 133,39 (C)
55,56 (OMe
4.1.1.3 Ar(p)OMe b)
CH,
4.1.1.4 Ar(pOMe a)
Pir
4.1.1.5 Ar(p)OMe a)
H
4.1.1.6 Ar(pF a)
Ph
4.1.1.7 Ar(pF 131,85 10595 140,36 14567 152,57 16587 161,68 (d;243,9Hz) (CH 23,47
CH, 116,70 (d; 22,9 Hz) (Cm)

127,42 (d; 8,9 Hz) (Co)
130,66 (d; 2,7 Hz) (C)
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Prod. R./R. C-2 C-4 C-5 C-6 Cc=0 R, R. R.
4.1.1.8 Ar(pCN b)
CH:
4.1.1.9 CH.CH.OH 132,38 105,37 140,71 145,76 152,45 165,90 59,59 (CH:0), 23,48
CH: 45,61(CH:N)

a) A amostra corresponde a uma mistura; b) Muito insoltvel na escala de *C RMN

A anadlise dos sinais encontrados por *C RMN também revela um padrdo condizente com o que foi
identificado para as estruturas 3.1. Nas estruturas que foi possivel caracterizar por HMQC e HMBC,
observaram-se sinais entre § 131 e 132 ppm para o carbono 2 do anel de imidazole. Os carbonos 4 e
5 apresentam, respetivamente, sinais por volta dos 6 105 e dos 140 ppm. O carbono identificado com
a numeracao 6 apresenta sinais entre 6 144 e 145 ppm, enquanto que o grupo carbonilo do anel de
triazole apresenta sinais por volta dos & 152 ppm e o grupo carbonilo exterior ao anel apresenta desvios

quimicos entre os § 145 e 165 ppm.

4.1.2. Sintese de isoguaninas

O estudo da reatividade dos imidazoles 1.2 com hidrazidas permitiu desvendar caminhos sintéticos
intimamente relacionados com a temperatura a que as reacdes decorrem. Apesar de ser um caminho
sintético que se revela pouco seletivo na maioria dos casos, a analise da influéncia da temperatura na
reatividade destes compostos mostrou uma via alternativa na qual se observa a migracado do grupo
etoxicarbonilo ligado ao nitrogénio iminico para se ligar ao nitrogénio do grupo 5-amino do anel de

imidazole.
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N_ NH,
Q|
N /N7]/OCHZCH3
NC o)
1.2

NH:NHCOR.

_

R; H O

\

N NJ<
< OCH,CHs
N NH,
)

4.0.2.3 R:Ar(p)OMe; R. CH;

—_—>

Ry
N N__O
N \N‘<
H
NH, 9]
4.1.2

4.1.2.1 R:Ar(p)OMe; Rz NH., 5%
4.1.2.2 R:Ar(p)OMe; R: Ph, 59%
4.1.2.3 R:Ar(p)OMe; R: CHs, 61%
4.1.2.4 R:Ar(p)OMe; R: Pir, 53%
4.1.2.5 R.Ar(pF;  R.CH;, 70%

4.1.2.6 RICHZCHZOH, R. CHa, 75%

Esquema 4.3 - Sintese das isoguaninas 4.1.2.1 a2 4.1.2.6

0 isolamento das isoguaninas 4.1.2 exigiu a realizacdo de varios testes, dos quais se destacam os que

se encontram na tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Condicoes experimentais para a sintese de isoguaninas 4.1.2

Entrada R R. ml;r:,ol hi:':;La Condicoes Produto ;1/:;
1 Ar()OMe  NH. 0,61 0,63 CH:CN (6,0 mL), Et:N 4.1.1.1+2.1.1.1+ 5
(3,0 eq), refluxo, 5 h 4.1.2.1
(61%+26%+13%)
1F
Et:N.HCI
2F
2 Ar(p)OMe  Ph 0,80 0,88 CH:CN seco (6,0 mL), 4,1.2.2 59
refluxo, 930 min
3 Ar(p)OMe  Ph 0,70 0,77 EtOH (10,0 mL), 4.1.2.2 13
refluxo, 2 h
4 Ar(p)OMe  CH: 0,95 1,05 EtOH (8,0 mb), 4.1.1.3 1
refluxo, 1 h 1F
4.0.1.3+4.0.2.3
(54% + 46%)
2F
4.0.23+4.1.2.3
(92% + 8%)
3F
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mmol

mmol

na

Entrada R R. RP hidrazina Condicoes Produto (%)
5 Ar(p)OMe  CH: 1,07 1,17 EtOH (60,0 mL), 41.23+4.1.1.3 61
refluxo, 7h30 min (62% + 38%)
1F
4.0.23+4.1.2.3
(27% + 73%)
2F
6 Ar(p)OMe  CH: 0,58 0,64 EtOH (70,0 mL), 41.23+4.1.1.3 34
refluxo, 2 dias (83% + 17%)
1F
4.1.2.3
2F, 3F, 4F
7 Ar(p)OMe  CH: 0,50 0,55 CH.CN (70,0 mLl), 41.23+4.1.1.3 47
refluxo, 6h30 min (88% + 12%)
1F
4.0.2.3+4.1.23 +
4.1.1.3
(4% + 77% + 19%)
2F
8 Ar(p)OMe  CH: 0,92 1,01 CH.CN (70,0 mLl), 41.23+4.1.1.3 61
refluxo, 3 dias e meio (72% + 28%)
9 Ar(p)OMe  Pir 0,90 099  CHCN (70,0 mL), 4.1.2.4 53
refluxo, 8 h
10 Ar(p)F CH: 0,63 0,68 CH.CN (70,0 mLl), 4.1.25+4.1.15 67
refluxo, 2 dias (95% + 5%)
11 CH.CH.OH CH: 0,32 0,41 CH.CN (65,0 mLl), 4.1.2.6 +4.1.1.6 75
refluxo, 14 h (87% + 13%)

a) Rendimento calculado com base na quantidade de produto 4.1.2 obtdo.

Nos ensaios realizados com o cloridrato de semi-carbazida (R. = NH.) foi necessario fazer uma

neutralizacdo prévia em meio basico, uma vez que a hidrazida foi utilizada na forma de sal. A obtencao

da isoguanina 4.1.2.1 aconteceu numa proporcao residual quando o refluxo teve a duracdo de 5 h

(entrada 1). Esta reacao foi interrompida quando, por TLC, se verificou que ndo havia reagente de partida,

no entanto, era possivel observar mais do que uma mancha que indicava a obtencao de uma mistura.

Neste caso a utilizacdo de base favoreceu o caminho da formacao do triazole e infere-se que a

temperatura elevada pelo refluxo é responsavel pela clivagem do grupo acilo e consequente formacao de

2.1.1.1. Na reacdo de 1.2.1 com hidrazida benzoica (entradas 2 e 3), verifica-se que a sintese da

purina 4.1.2.2 foi seletiva. Neste caso nao se usou base e, apesar das temperaturas elevadas, nao se

registou a formacao dos imidazolil triazoles. A escolha do solvente nao afetou a seletividade, mas revelou-

se essencial na recuperacdo do produto precipitado. Apesar da reacdo ter sido mais rapida em etanol, o
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produto foi mais soluvel neste meio e o rendimento foi mais baixo. Também foi possivel encontrar esta
seletividade na reacdo com a hidrazida R.= Pir. As condicdes foram parecidas, tendo-se recorrido a um
maior volume de solvente, uma vez que se colocava em questao se a quantidade de solvente poderia
definir o caminho sintético da reacdo. Assim, conclui-se que o volume de solvente nao foi um fator
determinante, uma vez que, tanto para volumes menores (entrada 2) como para volumes maiores
(entrada 9) isola-se apenas o produto pretendido. Na entrada 4 esta descrita uma reacao que, apesar de
apresentar um rendimento sem significado, foi uma reacdo essencial na percecdo do mecanismo da
reacao. Na tentativa de isolar os intermediarios da reacao, este ensaio foi interrompido logo que por TLC
se detetou a auséncia de reagente de partida. Na primeira fracao apenas se recolheu o imidazolil triazole
4.1.1.3, uma vez que este tipo de compostos tem uma solubilidade inferior a dos intermediarios. Nas
duas ultimas fracdes foi possivel isolar o intermediario 4.0.2.3 juntamente com o intermediario
4.0.1.3, identificado na seccao anterior. Verifica-se uma proporcao significativa de intermediario
4.0.2.3, em relacao aos resultados obtidos nas entradas 5 e 7, possivelmente porque esta reacéo foi
interrompida apenas ap6s uma hora do inicio do refluxo, enquanto que nas outras duas as reacoes
estiveram sob refluxo durante 7h30 min e 6h30 min, respetivamente. Na entrada 5, apesar de ter havido
um aumento do aumento do tempo de refluxo e do volume de etanol permitiram ainda isolar o
intermediario 4.0.2.3, embora numa proporcdo muito menor. No entanto, ja nao se isola o intermediario
4.0.1.3, uma vez que este deve ter-se convertido totalmente em 4.1.1.3, confirmando que o triazole é
0 produto cinético da reacao. Estes resultados demonstram que a auséncia do meio basico nao promove
a formacao do imidazolil triazole 2.1.1.1 e nem mesmo as temperaturas elevadas fazem com que se
verifique a clivagem do grupo acilo, como aconteceu nas reaces com a semi-carbazida. Verifica-se ainda
gue o aumento do volume de solvente e de tempo de refluxo (entrada 6) permitiram obter uma proporcao
superior de purina. Apesar do rendimento ser inferior ao da entrada 5, uma vez que a solubilidade do
imidazolil triazole é mais baixa, pode admitir-se que a isoguanina podera ter ficado em solucdo. Quando
se analisam as entradas 7 e 8, no que se refere ao tempo de reacdo, verifica-se que apos 6,5 horas de
reacao ainda se identifica a presenca do intermediario 4.0.2.3, mas apos 3 dias e meio de reacdo
apenas € isolada uma mistura de 4.1.2.3 e 4.1.1.3. Relativamente ao efeito do solvente, verifica-se
que o recurso ao ACN permitiu a obtencao de proporcdes de isoguanina superiores, mas, ainda assim,
0 caminho de sintese da isoguanina R.=CH: nao foi seletivo. O mesmo se verificou quando Ri=Ar(p)F ou

CH.CH:0OH nas entradas 10 e 11.
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4.1.2.1. Caracterizacdo das isoguaninas 4.1.2 e respetivo intermediario 4.0.2

O intermediario 4.0.2.3 isolado nas reacdes que decorreram com a hidrazida acética foi caracterizado

por espetroscopia de 'H RMN e os dados obtidos estdo resumidos na tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Dados de 'H RMN do intermediario 4.0.2.3 (DMSO-d) Rk H O

N5 N<
2<\ | OCH,CHg
!
HN’N
RZ/&O
Prod. R./R. H-2 NH. NH NH OCH.CH: R. R:
4.0.2.3 Ar(p)OMe 7,82 6,16 9,58 8,71 3,92 7,39 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 2,03
CH: (IH,s) (2H,s) (1H,s) (1H,sl) (2H;q; 6,6 Hz) 7,10 (2H; d; 9,0 Hz, Hm)  (3H, 9)
1,21 3,80 (3H; s; OMe)
(3H;t; 7,2 Hz)

A estrutura foi identificada numa mistura com o intermediario 4.0.1.3 previamente identificado. O sinal
do protao ligado a C-2 é registado a § 7,82 ppm e o sinal registado a § 6,16 ppm integra para os dois
protdes do grupo NH.. Verifica-se a presenca de um singleto a 6 9,58 ppm, que podera corresponder ao
protdo N-H ligado a C-5 do anel de imidazole. Este desvio mais alto podera indicar uma eventual ligacdo
por ponte de hidrogénio ao nitrogénio ligado a C-6.

Nao foi possivel caracterizar esta estrutura por AE, pf ou IV, uma vez que foi obtida numa mistura com
outra estrutura conhecida e com vestigios de outras espécies detetadas na linha de base. A complexidade
da mistura ndo permitiu a caracterizacdo por =C RMN.

As isoguaninas 4.1.2 isoladas puras foram completamente caracterizadas por ponto de fusao e analise

elementar, cujos dados estao apresentados na tabela 4.9.
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Tabela 4.9 - Dados fisicos e analiticos para as isoguaninas Ry
N__N._O
4.1.2 CT T &
NTX N.
N—
NH, o
Produto R. R. p.f. (°C) Férmula Valores obtidos
Molecular (calculados)
C; H; N (%)
4,1.2.1 Ar(p)OMe NH. c) CisHiNsOs c)
4.1.2.2 Ar(p)OMe Ph 267,5 - 269,1 C1sH::Ns0:.0,33H.0 59,70; 4,22; 21,78
(59,70; 4,36; 21,99)
4.1.2.3 Ar(p)OMe CH; >288 9 Ci:H:N:Os. 0,37H.0  52,38; 4,49; 26,21
(52,39; 4,60; 26,19)
4.1.2.4 Ar(p)OMe Pir >267 2 CisH::N;0:.0,44H.0 56,11; 4,27; 25,30
(56,11; 4,13; 25,46)
4.1.25 ArpF CH c) CusHuNeFO. 303,1009 »
(303,1006)
4.1.2.6 CH.CH.OH CH; c) CoH:N:Os c)

a) Ocorre degradacao; b) HRMS [M + 1]*; c) A amostra corresponde a uma mistura

Para as isoguaninas que foram isoladas em misturas com outros compostos so6 foi possivel proceder a
caracterizacao por 'H RMN e =C RMN. Apresentam-se na tabela 4.10 os dados da caracterizacéo por ‘H

RMN e na tabela 4.11 os dados da caracterizacao por =C RMN.

Tabela 4.10 - Dados de 'H RMN e |V das isoguaninas 4.1.2 R;
N 4/N 2_0
(DMSO-d) T
N\ R2
N
N5 N—
6 K
NH, @)
IV (Nujol)
Prod. R/R. H-8 NH. NH R. R.
(cm?)
4.1.2.1  Ar(p)OMe 8,06 8,35 11,03 7,67 (2H;d;9,0HzHo 7,46 (1H, s) a)
NH. (IH,s)  (I1H,s) (IH,s) 7,07 (2H;d; 9,0 Hz, Hm) 7,23 (1H, s)
8,58 3,80 (3H; s; OMe)
(1H, s)
4.1.2.2  Ar(p)OMe 8,12 8,70 10,95 7,67 (2H;d;9,0HzHo 8,01 (2H:d: 7,2 HzHg 3629 m, 3332
Ph (1H, s) (1H, sl (1H, s) 7,10 (2H; d; 9,0Hz, Hm) 7,63 (1H;t; 7,2 Hz Hp) m, 2045 f,
8,33 3,81 (3H; s; OMe) 7,54 (2H: t; 7,4 Hz, Hm) 1708 i, 1661 i,
(1H, s) 1644 |
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IV (Nujol)

Prod. R/R. H-8 NH. NH R. R:
(cm?)
4.1.2.3  Ar(p)OMe 8,08 8,66 10,42 7,64 (2H; d; 9,0 Hz Ho) 2,01 (3H, s) a)
CH: (1H, s) (1H, sl (1H, s) 7,08 (2H; d; 9,0 Hz, Hm)
8,10 3,80 (3H; s; OMe)
(1H, sl)
4.1.2.4  Ar(p)OMe 8,13 8,42 11,33 7,66 (2H; d; 9,0 Hz Ho) 8,81 (2H; d; 6,0 Hz) 3383 m, 1780
Pir (1H, s) (1H, sl) (1H, s) 7,09 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 7,90 (2H; d; 6,0 Hz) f, 1704 i, 1665
7,86 3,81 (3H; s; OMe) i, 1634 i
(1H, sl)
4.1.25 Ar(pF 8,17 8,71 10,44 7,82 (2H; dd; J=9,0 Hz; 2,02 (3H, s) a)
CH: (1H, s) (1H, sl (1H, s) J=4,8 Hz Ho)
8,24 7,39 (2H; t; 8,9 Hz Hm)
(1H, sl)
4.1.2.6 CH.CH.OH 7,70 8,01 10,35 3,91 (2H; t; 5,3 Hz) 2,00 (3H, s) a)
CH: (1H, s) (1H, sl (1H, s) 3,65 (2H; g; 5,0 Hz)
7,99 5,03 (1H; t; 5,1 Hz OH)
(1H, sl)

a) A amostra corresponde a uma mistura

O sinal atribuido ao protao ligado a C-2 do anel de imidazole apresenta desvios entre § 7,70 € 8,17 ppm

tipicos de uma estrutura de purina. Os dois protdes do grupo 6-NH: surgem sempre com dois sinais

distintos, em que cada sinal integra para um protdo, com desvios quimicos proximos de & 8,00 ppm até

8,71 ppm. O sinal mais elevado podera corresponder ao protdo que estabelece uma ligacdo de

hidrogénio ao nitrogénio do anel de imidazole. Observam-se ainda singletos que integram para um protao

entre 6 10,33 e 11,33 ppm, que correspondem ao protao ligado ao nitrogénio do grupo amida ligado ao

N-1 do anel de purina. Os registos dos sinais observados para os substituintes sao coerentes com desvios

observados para outras estruturas analogas.

Tabela 4.11 - Dados de =C RMN das isoguaninas 4.1.2 (DMSO- Ry
N 4/N 2.0
at) 8¢ f R,
N 5\6 ‘”
NH, o
Prod. R./R: c8 C5 c4 C6 c-2 CR;;) R. R:
4.1.2.1 Ar(p)OMe a)
NH.
4.1.2.2 Ar(p)OMe 138,44 108,03 152,38 152,19 152,14 166,83 158,24 (Cp) 114,41 (Cm) 132,07 (Cp),
Ph 124,74 (Co) 127,90 (C) 128,21 (Cm),
55,48 (OMe) 128,24 (Co),
132,22 (C)
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R.-

Prod. R/R. c8 ¢5 c4 C6 C2 . R R.
4.1.23 Ar(pOMe 138,42 107,92 152,62 152,11 152,14 170,06 15824 (Cp 114,40 (Cm) 21,12
CH 124,77 (Co) 127,88 (C)
55,48 (OMe)
4.1.24 Ar(pOMe 138,66 108,03 152,76 151,87 152,25 16546 158,30 (Co 114,43 (Cm) 150,23 (Crm),
Pir 124,83 (Co) 127,83 (C) 121,93 (Co),
55,50 (OMe) 139,11 (C)
4.1.25 Ar(gF 138,16 107,97 152,55 152,17 152,11 170,04 160,71 (d; 242,6 Hz) (CH) 21,12
CH 116,07 (d: 22,6 Hz) (Cm)
125,26 (d: 8,6 Hz) (Co)
131,37 (d: 2,9 Hz) (CA
4.1.2.6 CHCHOH 140,06 107,49 152,92 151,86 152,19 170,07 59,10 21,13
CH 44,97

a) A amostra corresponde a uma mistura na qual este composto encontra-se numa proporcao muito reduzida

Na leitura global da tabela 4.11 é possivel encontrar padrdes que sustentam as propostas das estruturas

4.1.2. O sinal do carbono 8 do anel de imidazole apresenta desvios entre § 138 e 140 ppm, o sinal de

C-5 surge entre 6 107 e 108 ppm e o sinal de C-4 é observado por volta dos § 152 ppm. O sinal do

carbono carbonilico do anel de purina (C-2) é registado a desvios também por volta dos & 152 ppm,

enquanto que o carbonilo ligado a R: é registado a desvios entre § 165 e 170 ppm. As atribuicdes foram

suportadas por correlacées HMQC e HMBC.

4.1.2.2 Estudo cinético em tubo de RMN

Para investigar o mecanismo das reaces realizadas, e apos ter obtido a caracterizacao das principais

espécies intervenientes, realizou-se um estudo cinético para a reacdo do imidazole 1.2.1 com hidrazida

acética em DMSO-asa 80°C e seguiu-se a reacdo por *H RMN (esquema 4.4).

/
O

N
Q|
N

NC

NH,

)

1.2.1

/NW/OCHQCHS

NH.NHCOCH: (3,6 eq)

DMSO-& (650 pL)
80°C, 27,5 horas

Esquema 4.4 - Reacéo de imidazole 1.2.1 com hidrazida acética em tubo de RMN
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Na figura 4.1 apresentam-se 0s sinais das espécies mais relevantes que foram identificados nos varios

espetros de *H RMN realizados e que permitiram fazer a analise do estudo cinético.

8,08 6,00 H O
Hy

M N e N oo
7664 | 7254 | 4,08 7824 | 2Cry
N /NW/OCHZCHs N~ _N__OCH,CH, NN NH, 1.

NC 0 _NH Z)f 1,21

HN HN"
Hsc//\\o HSC/&O
1,94 2,03
RP Intermediario Nao Migrado Intermediario Migrado
1.2.1 4.0.1.3 4.0.2.3
/ /
(0] 0]
5,61
N NH2 N /N YO 2’01
7,454 | 2,46 8,084 N, CHs
NN _N  CHs N \N«
N NH, 1O
HN 2
\( O 8,66 e 8,10
0]
Imidazolil triazole Purina
4.1.1.3 4.1.2.3

Figura 4.2 - Desvios quimicos de *H RMN em ppm para as estruturas 1.2.1, 4.0.1.3, 4.0.2.3,
4.1.1.3¢4.1.2.3

O gréfico da figura 4.2 traduz a evolucdo das quantidades relativas dos diferentes compostos

intervenientes na reacdo quimica ao longo de pouco mais de um dia e a temperatura de 80°C.
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Figura 4.3 — Grafico que traduz a evolucdo das quantidades relativas, em percentagem, de cada um

dos compostos na reacado de 1.2.1 com hidrazina acética a 80°C em tubo de RMN

A leitura do grafico revela que a temperatura elevada a que decorreu o estudo permitiu, apds as primeiras
4 horas, a formacao de todas as estruturas decorrentes da reacao de 1.2.1 com hidrazina acética. Neste
periodo formam-se as estruturas 4.0.2.3 e 4.1.2.3. Em simultaneo com a formacéao destas estruturas,
verifica-se a formacdo do intermediario 4.0.1.3 e do imidazolil triazole 4.1.1.3 como produtos
minoritarios, cuja evolucao parece estar relacionada. A purina 4.1.2.3 aumenta a medida que o
intermediario 4.0.2.3, designado por intermediario migrado, diminui, o que demonstra que a evolucdo
destas duas espécies também esta relacionada. Durante o processo observa-se a formacéo de etanol
em quantidades relativas cada vez maiores, verificando-se que o aumento relativo da proporcao de purina
e de etanol acompanham a diminuicdo de reagente de partida e de intermediario migrado. Com base
nestes resultados pode concluir-se que o intermediario migrado 4.0.2.3 é a espécie precursora da
purina.

A analise destes dados mostra ainda que a formacao da purina nao ¢ seletiva, uma vez que, o imidazolil

triazole, forma-se sempre, mesmo que em proporcado reduzida.

4.1.2.3 Proposta mecanistica para a sintese do imidazolil Macil-triazole 4.1.1 e das isoguaninas 4.1.2

O mecanismo proposto para a sintese dos imidazolil triazoles e das isoguaninas esta apresentado no

esquema 4.5.
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Esquema 4.5 — Proposta mecanistica para a sintese de imidazolil N-aciltriazoles 4.1.1 e de

isoguaninas

A sintese dos imidazolil triazoles e das isoguaninas parte do imidazole 1.2, mas a via sintética é
determinada pelas condicdes experimentais. A proposta mecanistica para a sintese dos triazoles 4.1.1
(a), tal como previsto, envolve o ataque nucleofilico do nitrogénio da hidrazida ao carbono ligado a C-4
do anel de imidazole, com posterior libertacdo de HCN. Na presenca de meio basico ocorre posterior
ciclizacao intramolecular com libertacdo de etanol com formacao do anel de triazole.

Na proposta mecanistica para a sintese de isoguaninas (b) admite-se a formacdo de 4.0.2. Este
intermediario surge por migracdo do grupo COOEt para o nitrogénio ligado a C-5 do anel de imidazole
(ver seccao 1.2.2 — Capitulo 1 e seccao 3.1.1.2 — Capitulo 3) e permite a ciclizacdo intramolecular que
conduz ao produto 4.1.2. As condicdes experimentais necessarias para que se verifique a formacao
deste intermediario e das isoguaninas 4.1.2, indiciam que estas purinas serao o produto termodinamico,
uma vez que requerem temperaturas elevadas. Para comprovar esta proposta mecanistica, para além
do estudo cinético, efetuaram-se alguns testes complementares as reacdes descritas nesta seccédo. O
tubo de RMN no qual se preparou a solucdo em DMSO-dtda segunda fracdo da reacdo descrita na
entrada 5 da tabela 4.7 (27% de 4.0.2.3 + 73% de 4.1.2.3) foi deixado a temperatura ambiente e foi
submetido a nova caracterizacdo uma hora depois de ter sido preparado. A aquisicao do espetro foi ainda
repetida um dia depois, seis dias depois e catorze dias depois. Durante este periodo nao houve nenhuma
alteracao na proporcao entre os dois intermediarios na mistura, o que leva a crer que, nestas condicoes,
o intermediario 4.0.1.3 nao se converte em 4.0.2.3 e comprova que, a temperatura ambiente, ndo se
observa a formacdo de purinas. Para perceber se o composto 4.0.1.3 nao se convertia em 4.0.2.3
noutras condicdes, foi efetuado um teste no qual se colocou a mistura obtida na entrada 8 da tabela 4.1
(77% de 4.0.1.3 + 23% de 4.1.1.3) em etanol e submeteu-se a refluxo durante sete horas e o Unico

produto isolado deste ensaio foi o imidazolil triazole 4.1.1.3. Assim sendo, confirma-se a hipdtese
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proposta de que o intermediario 4.0.1.3 nao se converte no intermediario 4.0.2.3, impossibilitando a
formacao das isoguaninas apos a formacao de 4.0.1.3. A estrutura percursora das isoguaninas 4.1.2,
0 intermediario 4.0.2, forma-se a partir do imidazole acilado em 5-NH: e ndo a partir do reagente de
partida 1.2. Também foi seguida a evolucado no tubo de RMN no qual foi analisada a terceira fracao da
entrada 4 durante catorze dias a temperatura ambiente e verificou-se uma conversao muito lenta do
intermediario 4.0.2.3 na isoguanina 4.1.2.3. Apds os 14 dias observou-se um aumento de 6% na
proporcao de purina, o que demonstra o seu papel como intermediario na sintese das isoguaninas

4.1.2.3.

4.1.3. Sintese de triazolopurinas

Dando continuidade ao estudo da reatividade dos compostos sintetizados, procedeu-se a uma abordagem
sintética que permitisse a obtencdo de uma estrutura de trés anéis fundidos. Para esta sintese foi
realizada uma reacdo em varias etapas, a partir do imidazole 1.2 e diversas hidrazidas, em condicdes
planeadas para favorecer o caminho da formacdo das isoguaninas 4.1.2 intermediarias e posterior

conversao conversao nas triazolopurinas 4.1.3 correspondentes (esquema 4.6).

R R,
i NH I N__O
N 2 N
< NH.NHCOR. Q \,\TI/
N /N7]/OCHZCH3 N N
NC o HN\<R
2
1.2 4.1.3

4.1.3.1 R.Ar(p)OMe; R. CH;, 41%
4.1.3.2 R.Ar(p)OMe; R. H, 41%

4.1.3.3 R.Ar(p)OMe; R. Pir, 52%
4.1.3.4 R.Ar(p)OMe; R. Fur, 50%
4.1.3.5 RAr(gF;  R.Pir, 73%
4.1.3.6 R.Ar(gF;  R.Fur, 50%

Esquema 4.6 — Sintese de triazolopurinas 4.1.3.1 2 4.1.3.6

Na entrada 1 da tabela 4.12 é descrito um dos testes preliminares realizados para a obtencdo das
estruturas 4.1.3. Numa primeira fase, a mistura reacional foi aquecida, sob refluxo, para permitir a
evolucao da reacdo até a estrutura de purina 4.1.2. A posterior ciclizacao para formar a estrutura de

trés anéis fundidos foi depois promovida por adicao de base. Para o efeito, foram testadas diversas bases
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e observou-se que a trietilamina nao foi suficientemente forte para que, por TLC, se verificasse qualquer
tipo de evolucdo, assim como nao foi suficiente a adicdo de duas gotas de DBU. Foi possivel verificar
que a obtencao da triazolopurina apenas teve lugar quando foi adicionado um equivalente de DBU. O
produto foi obtido na forma de sal e, por isso, no final da reacdo foi-lhe adicionado um equivalente de
TFA para isolar a triazolopurina na forma neutra. Este teste permitiu otimizar as condicdes reacionais

para reproduzir esta reacao com outros substituintes.

Tabela 4.12 - Condicoes experimentais para a sintese de triazolopurinas 4.1.3

mmol mmol . n
Entrada R. R. RP hidrazida Condicoes Produto (%)

1 Ar(p)OMe CH: 0,83 0,95 CH:CN (70,0 mL), refluxo, 10 h 4.1.3.1+4.1.1.3 41
+ EtN (3,0 eq), refluxo, 1 dia (89%+11%)
+ DBU (2 gotas), refluxo, 15 h
+ DBU (1 eq), refluxo, 15 h
+ TFA (1 eq), ta, 10 min

2 Ar(p)OMe H 0,64 1,33 EtOH (60,0 mL), refluxo, 3 h 30 4.1.3.2+2.1.1.1 41
min (68% + 32%)
+ DBU (1 eq), refluxo, 1 dia
+ TFA (leq), ta, 10 min

3 Ar(p)OMe Pir 0,64 0,73 EtOH (70,0 mL), refluxo, 8 h 4.1.3.3 52
+ DBU (1 eq), refluxo, 18 h
+ TFA (leq), ta, 10 min

4 Ar(p)OMe Fur 0,64 0,71 EtOH (60,0 mL), refluxo, 8 h 4.1.3.4 50
+ DBU (1 eq), refluxo, 21 h
+ TFA (leq), ta, 10 min

5 Ar(p)F Pir 0,80 0,88 EtOH (70,0 mL), refluxo, 14 h 4.1.3.5 73
+ DBU (1 eq), refluxo, 15,5 h
+ TFA (1 eq), ta, 10 min

6 Ar(p)F Fur 0,66 0,71 EtOH (60,0 mL), refluxo, 20 h 4.1.3.6 50

+ DBU (1 eq), refluxo, 27 h
+ TFA (leq), ta, 10 min

Para R=CH: e H a reacao nao foi seletiva, verificando-se a formacao de imidazolil triazole 4.1.1. A
formacéo de 2.1.1.1 ¢é resultado da clivagem do imidazolil triazole 4.1.1.5 que acontece quando, em
simultaneo, se eleva a temperatura e se adiciona base ao meio reacional. Assim, para a generalidade
dos casos, foi possivel isolar as correspondentes triazolopurinas 4.1.3 praticamente puras, reproduzindo

as condicdes reacionais previamente otimizadas que conjugam o refluxo e a adicdo de um equivalente
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de DBU. Os rendimentos foram bastante bons, tendo em conta 0o numero de passos reacionais
envolvidos. Nestes casos, a formacao do respetivo imidazolil triazole nao é provavel, uma vez que tanto
este composto como 2.1.1.1 sao produtos bastante insoluveis, podendo concluir-se que estas reacdes

foram seletivas.

4.1.3.1. Caracterizacdo das triazolopurinas 4.1.3

A obtencao dos dados fisicos e analiticos ficou um pouco comprometida porque as triazolopurinas

sintetizadas foram recolhidas em fracoes ligeiramente contaminadas com impurezas (tabela 4.13).

Tabela 4.13 - Dados fisicos e analiticos para as triazolopurinas 4.1.3 R

<\N N \fo

N,
N /N
HN—{
R2
Valores
obtidos
Produto R. R: p.f. (°C) Férmula Molecular
(calculados)
C; H; N (%)
4.1.3.1 Ar(p)OMe CH; a) CiHN:O: a)
4.1.3.2 Ar(p)OMe H a) CisHwNsO: a)
4.1.3.3  Ar(pOMe Pir b) CisHiNO: b)
4.1.3.4 Ar(p)OMe Fur b) CuHN:Os b)
4.1.35 Ar(pF Pir b) CoHWN:FO b)
4.1.3.6 Ar(pF Fur b) CiHsN:FO. b)

a) A amostra corresponde a uma mistura; b) amostra impura
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A caracterizacao por 'H RMN (tabela 4.14) foi efetuada para todas as estruturas e foi possivel comprovar

a consisténcia dos dados obtidos.

Tabela 4.14 - Dados de 'H RMN e IV das triazolopurinas 4.1.3 (DMSO-d) R1
N3aN_O
2 LT
X
N 1a a \N
HN-4
8
Ro
Prod. RJ/R. H-2 NH R R. IV (Nujol)
(cm?)
4.1.3.1 Ar(p)OMe 8,02 12,88 7,52 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 2,42 (3H, s) 3584 f, 3386 m,
CH: (IH,s)  (1H,sl) 7,12 (2H; d; 8,7 Hz, Hm) 3104 m, 1715 i,
3,83 (3H; s; OMe) 1638 i, 1575 f,
1515 m
4.1.3.2 Ar(p)OMe 8,01 7,59 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 8,23 (1H, s) a)
H (1H, s) 7,10 (2H; d; 9,0 Hz, Hm)
3,82 (3H; s; OMe)
4.1.33 Ar(p)OMe 8,06 7,54 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 8,76 (2H; d; 5,8 Hz Ho) b)
Pir (1H, s) 7,12 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 8,13 (2H; d; 6,0 Hz Hm)
3,82 (3H; s; OMe)
4.1.3.4 Ar(p)OMe 8,06 7,54 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 7,93 (1H; dd; J=6,5 Hz; D)
Fur (IH, s) 7,13 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) J=0,6 Hz)
3,83 (3H; s; OMe) 7,22 (1H; dd; J=3,3 Hz;
J=0,6 Hz)
6,70 (1H; dd; J=3,6 Hz;
J=1,5Hz)
4.1.3.5 Ar(gF 8,15 7,76 (2H; dd; J=9,0 Hz; 8,77 (2H;d; 6,0 HzHo) b)
Pir (1H, s) J=4,8 Hz, Ho) 8,12 (2H; d; 6,0 Hz Hm)
7,45 (2H; t; 9,0 Hz Hm)
4.1.3.6 Ar(gF 8,12 7,74 (2H; dd; J=9,0 Hz; 7,93 (1H; dd; J=6,3 Hz; b)
Fur (1H, s) 4=4,8 Hz, Ho) J=0,6 Hz)
7,45 (2H; t; 9,0 Hz, Hm) 7,20 (1H; dd; J=3,3 Hz;
J=0,6 Hz)
6,71 (1H; dd; J=3,3 Hz;
J=1,5Hz)

a) A amostra corresponde a uma mistura; b) Amostra impura

A leitura dos dados da caracterizacao por 'H RMN permite reconhecer um padrao constante para o sinal
do protéo ligado a C-2 do anel de imidazole, com desvios entre § 8,01 e 8,06 ppm quando R: = Ar(p)OMe
e entre § 8,12 e 8,15 ppm quando R: = Ar(p)F. O sinal para o protdo ligado ao nitrogénio do anel de

triazole apenas foi registado quando R: = Ar()OMe e R. = CH;, que surge como um singleto largo a 6
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12,88 ppm. Os sinais identificados para os substituintes Ar(0)OMe e Ar(p)F reproduzem os sinais
observados em estruturas analogas, assim como os substituintes em R..
A caracterizacao por “C RMN apresentada na tabela 4.15 também constitui uma validacao das estruturas

propostas para as triazolopurinas sintetizadas.

Tabela 4.15 - Dados de =C RMN das triazolopurinas 4.1.3 (DMSO-df) Ri
N3a_N_O
24 \f
x N
N1a a\N
/
HN\8<
Rz
Prod. R./R. C-2 C-l1a C-3a C9a Cc-8 C=0 R. R.
4.1.3.1 Ar(pOMe 138,19 112,07 13580 149,68 162,27 143,94 159,81 (Cp) 14,11
CH: 114,82 (Cm)
127,27 (Co)
126,04 (C)
55,63 (OMe)
4.1.3.2 Ar(p)OMe 137,17 112,38 139,25 149,40 152,64 146,22 159,24 (Cp)
H 114,70 (Cm)
126,45 (Co)
127,05 (C)
55,60 (OMe)

4.1.3.3 Ar(p)OMe a)

Pir
4.1.3.4 Ar(p)OMe 138,27 112,21 136,53 150,25 155,67 144,28 159,82 (Cp) 145,57 (C2),
Fur 114,83 (Cm) 145,07 (C5),
127,26 (Co) 111,98 (C3),
126,07 (C) 112,09 (C4)
55,63 (OMe)
4.1.3.5 Ar(pF 137,60 112,31 138,66 150,80 160,08 145,42 161,89 (d; 244,3 Hz) 120,94 (Cm)
Pir (Co 150,37 (Co)
116,51 (d; 22,9 Hz) 137,91 (C)
(Cm)

127,66 (d; 9,2 Hz) (Co)
130,24 (d; 2,9 Hz) (C)

4.1.3.6 Ar(pF 137,59 112,00 137,95 150,16 160,67 145,16 161,97 (d; 244,0 Hz) 145,19 (C2),
Fur (Cn 144,90 (C5),
116,48 (d; 25,2 Hz) 111,68 (C3)
(C/m H ’
127,70 (d; 9,2 Hz) (Co) 112,02 (C4)
130,14 (C)

a) Muito insoltvel na escala de =C RMN
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O sinal do carbono 2 do anel de imidazole apresenta desvios consistentes para todos os compostos
sintetizados, com valores entre § 137 e 138 ppm. A mesma consisténcia nos sinais & encontrada para
os restantes carbonos que surgem por volta dos & 112 ppm para C-1a, entre 6 136 e 139 ppm para C-
3a, entre § 149 e 150 ppm para C-9a e entre § 156 e 162 ppm para C-8, respetivamente. A mesma
invariancia também foi observada para o sinal do carbono do grupo carbonilo, que surge com desvios
entre § 144 e 146 ppm.

Para os substituintes R: e R. & possivel observar sinais com desvios coerentes e reprodutiveis que

comparam com outras estruturas analogas e conhecidas.

4.1.3.2 Proposta mecanistica para a sintese das triazolopurinas 4.1.3

A sintese de triazolopurinas em condicdes que favorecem a formacdo de isoguaninas como
intermediarios 4.1.2, veio consolidar a proposta mecanistica anterior. O mecanismo que conduz a

obtencao das triazolopurinas 4.1.3 é apresentada no esquema 4.7.

Y o) Ry Ry
N \ v
i N__O N_ _N__O
WXL, o (T Y (TY
N—<) Base NS N N AN
A / N NH N N
: HN—(Z0-H . HN—(
R
2 (H.0) Rz
4,1.2 4.1.2a 4.1.3

Esquema 4.7 - Proposta mecanistica para a sintese de triazolopurinas 4.1.3

A ciclizacdo intramolecular é facilitada pela adicdo de base e pelas temperaturas elevadas. Estas
condicoes também favorecem a desidratacao da espécie 4.1.2a e conduzem a obtencédo das estruturas

de trés anéis fundidos.

4.2 Reacao de imidazolil Aacil-triazoles 4.1.1 com TEOF

Reproduzindo as condicdes experimentais largamente utilizadas nos capitulos 2 e 3 foi possivel obter

outra estrutura de trés anéis fundidos, a triazolopurina 4.2, a partir do imidazolil triazole 4.1.1 e

ortoformiato de etilo (esquema 4.8).
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Ry
N N
Q| HC(OEY): Sl 3 R,
N /N\ Rz N N\ N /§
> \
N_< N« o}
(0]

4.1.1 4.2
4.2.1 R.Ar(9)OMe; R. CH;, 78%

Esquema 4.8 — Sintese de trizolopurina 4.2.1
Combinando o triazole em ACN com um excesso de TEOF (aproximadamente seis equivalente) e na
presenca de uma quantidade catalitica de acido sulfurico, obteve-se-se a trizolopurina 4.2.3 com

rendimento de 78% (tabela 4.16).

Tabela 4.16 - Condicoes experimentais para a sintese de triazolopurinas 4.2

mmol mmol . o n
Entrada R R. RP HC(OEY). Condicoes Produto (%)
1 Ar(p)OMe CH; 0,25 1,53 CH:CN (3,5 mL), H.SO: (1 gota), 4.2.1 78

ta, 3d

4.2.1. Caracterizacdo da triazolopurina 4.2

O composto 4.2.1 foi caracterizado e os dados fisicos e analiticos encontram-se na tabela 4.17.
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Tabela 4.17 - Dados fisicos e analiticos para as triazolopurinas 4.2

Ry
NN
<\ I{W R,
N
N ‘\{N&o
N
o}

Valores obtidos

Prod. R. R. p.f. (°C) Férmula Molecular  (calculados)
C; H; N (%)
4.2.1 Ar(p)OMe CH: > 237 CisHi:N:O. a)
a) AE pendente (aparelho em manutencao)
Na tabela 4.18 estado os dados de 'H RMN para a estrutura isolada.
Tabela 4.18 - Dados de *H RMN e IV das triazolopurinas 4.2 (DMSO-d) Ri
N 3a N 5
\W
2<\ N R2
Nqda a’ /Q
va N
N o]
(@]
Prod. R./R. H-2 H-5 R. R. IV (Nujol) (cm*)
4.2.1 Ar(pOMe 8,58 8,74 7,64 (2H; d; 9,0 Hz Ho) 2,59 (3H,s) 3108 m, 1858 f, 1752 i,
CH: (1H, s) (IH,s) 7,16 (2H; d; 9,3 Hz, Hm) 1735 i, 1660 i, 1553 f,

3,83 (3H; s; OMe)

1525 m

Por analogia com as estruturas 2.2.1, 2.2.2 e 3.2 foi observado 0 mesmo padrao de sinais para H-2,

que surge com sinal a 6 8,58 ppm, e para H-5, com sinal a § 8,74 ppm, assim como para o substituinte

Ar(p)OMe.

A caracterizacao deste composto também foi efetuada por =C RMN e os dados obtidos, condizentes com

estruturas similares, estdo na tabela 4.19.
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Tabela 4.19 - Dados de =C RMN das triazolopurinas 4.2 (DMSO-d) Ry

R/R: C2 ¢€3a Cla €9 C5 c=o ¢0 g R.

Prod
. R.

4.2.1 ArpOMe 141,30 14050 11853 137,69 137,87 14649 167,19 159,34 (Co), 23,86
CH 114,72 (Cm)
126,77 (Co),
125,81 (C)
55,63 (OMe)

4.2.2 Proposta mecanistica para a sintese das triazolopurinas 4.2

As estruturas 4.2 foram obtidas pela replicacdo de condicdes experimentais anteriormente testadas que

permitem validar uma proposta mecanistica do mesmo tipo, tal como se descreve no esquema 4.9.

OFt OEy N OEt N &
Q H = R T <O Ro
Nj;éN\ Rz GOEL T o N N , - - NN N\N,&

(-EtOH)

Esquema 4.9 - Proposta mecanistica para a sintese de triazolopurinas 4.2

Assim, 0 mecanismo para obtencao das estruturas 4.2 ¢ analogo ao que é descrito na seccao 3.2.1.2
e envolve a condensacao do grupo 5-amino com TEOF, seguida de ciclizacdo intramolecular com

eliminacao de etanol, para formar o anel de pirimidina.
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4.3 Conclusoes

0 estudo da reatividade do Metoxicarbonil imidazole 1.2 com as hidrazidas do tipo NH.NHCOR: reproduz
0 conhecimento previamente adquirido e demonstra uma reatividade geral deste imidazole com
hidrazinas.

Neste capitulo foi possivel confirmar a possibilidade de gerar novas estruturas de imidazolil Macil-triazoles
(4.1.1), demonstrando a reprodutibilidade deste caminho sintético. Para além disso, as reacdes do
reagente de partida 1.2 com este tipo de hidrazidas conduziram a exploracdo de novas vias sintéticas
que permitiram a obtencao de purinas 4.2.1 e das respetivas triazolopurinas 4.1.3. A sintese destes
compostos é sensivel as condicdes experimentais utilizadas e, para controlar o processo, muito contribuiu
a identificacdo de estruturas intermediarias e o estudo cinético realizado foram fundamentais para a
compreensao do mecanismo que descreve a reatividade diferenciada destes compostos.

No capitulo 3 foi descrita a possibilidade de formacdo de uma estrutura intermediaria migrada
(intermediario 3.0.3a) quando a reacao acontece a temperaturas mais elevadas (seccédo 3.1.1.2) e que
leva a formacao de purinas. No presente capitulo investigou-se essa possibilidade e concluiu-se que na
auséncia de base a reacao com as hidrazidas é lenta e o ataque da hidrazida ao imidazole 1.2 devera
ocorrer apos migracao do etoxicarbonilo para o grupo 5-amino. Assim, nestas condicdes, forma-se um
intermediario diferente que cicliza para dar um anel de purina. A presenca do grupo acilamino em N-1
do anel de purina permite uma ciclizacdo intramolecular posterior para formar um anel de triazole,

gerando assim estruturas de triazolopurina.
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4.4 Parte experimental

4.4.1 Sintese de imidazolil Macil-triazoles 4.1.1

Procedimento geral

A mistura reacional de 1.2 com hidrazidas (1,0 a 1,2 eq) em acetonitrilo foi adicionada trietilamina (3,0
a 45 eq) ou uma gota de DBU. A mistura reacional foi deixada sob agitacdo (8,5°C, temperatura ambiente
ou refluxo) entre 6 horas e 30 minutos a 7 dias ou durante 1 més e 24 dias. O sélido amarelo inicial deu
lugar a outro sélido de cor bege/branca que foi filtrado e lavado com etanol e/ou acetonitrilo e éter

etilico. O produto isolado foi identificado como sendo 4.1.1.

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-5-oxo-4,5-di-hidro-1 41,2, 4-triazole-1-carboxamida 4.1.1.1

A uma suspensao de cloridrato de semi-carbazida (0,04 g; 0,36 mmol) o/
em trietilamina (1,10 mL; 7,90 mmol) foi adicionado 1.2.1 (0,11 g; 0,35 Q

mmol) e acetonitrilo (5 mL). A mistura reacional foi deixada sob agitacao

NH,
a temperatura ambiente e 3 dias depois do inicio da reacéo, por TLC, <\N | NH
=N\ 2
houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. O HNT<N 5
o}

sélido bege foi filtrado e lavado com agua, etanol e éter etilico. O produto
foi isolado e identificado como sendo 4.1.1.1 (0,06 g; 0,19 mmol; 54
%).

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-benzoil-1 A1, 2 4-triazol-5(4 A)-ona 4.1.1.2

A uma suspensdo de 1.2.1 (0,21 g; 0,67 mmol) em acetonitrilo seco (8

mL) foi adicionada hidrazida benzéica (0,10 g; 0,73 mmol) e uma gota Q
de DBU. Deu-se inicio ao refluxo. Dez minutos apds o inicio da reacéo, a N NH,
suspensdo deu lugar a uma solucédo e 1 hora e meia depois comecou a QNI@‘N p
precipitar solido. O solido bege foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter HN\\<\N o
etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo uma mistura de ©

4.1.1.2 ¢ 2.1.1.1 na proporcao de 7:3 (0,15 g; 0,40 mmol; 60 %).
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1-acetil-3-(5-amino-1-(4-metoxifenyi)-1 Aimidazol-4-il)-1 41,2 4-triazol-5(4 A)-ona 4.1.1.3

A uma suspensao de 1.2.1 (0,23 g; 0,74 mmol) em acetonitrilo (3 mL) o/
foi adicionada hidrazida acética (0,06 g; 0,81 mmol) e trietilamina (0,31 Q

mL; 2,22 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a

NH,
temperatura ambiente e 7 dias depois do inicio da reacao, por TLC, houve <\N | N CH
=N\ 3
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. O sélido HNT<N 5
bege foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi 0

isolado e identificado como sendo 4.1.1.3 (0,19 g; 0,61 mmol; 82 %).

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-isonicotinoil-1 41,2 ,4-triazol-5(4 A)-ona 4.1.1.4

A uma suspensao de 1.2.1 (0,13 g; 0,42 mmol) em acetonitrilo (3 mL) o/

foi adicionada isoniazida (0,06 g; 0,44 mmol) e trietilamina (0,17 mL; Q

1,24 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura N NH, N
ambiente e 6 dias depois do inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias <\N]/\/N 9
de que o reagente de partida havia sido consumido. O sélido bege foi HN/\«\N 9
filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi 0

isolado e identificado como sendo uma mistura de 4.1.1.4 e 2.1.1.1

na proporcao de 2:8 (0,02 g; 0,06 mmol; 14 %).

3-(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)-5-oxo-4,5-di-hidro-1 41,2, 4-triazole-1-carbaldeido 4.1.1.5

A uma suspensao de 1.2.1 (0,15 g; 0,48 mmol) em acetonitrilo (3 mL) o/
foi adicionada hidrazida formica (0,03 g; 0,53 mmol) e trietilamina (0,20 Q

mL; 1,44 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a 8,5°C e

N_ NH;
/
2 dias depois do inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o \\NLN H
reagente de partida havia sido consumido. O sélido branco foi filtrado e HN\«N«O
o}

lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado
como sendo uma mistura de 4.1.1.5 e 2.1.1.1 na proporcédo de 8:2

(0,09 g; 0,32 mmol; 67 %).
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3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-1 Aimidazol-4-il)-1-benzoil-1 #1,2 4+triazol-5(4 A)-ona 4.1.1.6

A uma suspensao de 1.2.2 (0,26 g; 0,86 mmol) em acetonitrilo (3,5mL) F

foi adicionada hidrazida benzéica (0,13 g; 0,95 mmol) e trietilamina (0,36

mL; 2,60 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a N_ _NH;
temperatura ambiente e 1 més e 24 dias depois do inicio da reacéo, por QN];/N p
TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido HN/\«\N o
consumido. O sélido bege foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter o

etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo uma mistura de

4.1.1.6 € 2.1.1.1 na proporcao de 4:6 (0,09 g; 0,25 mmol; 29 %).

(1-acetil-3-(5-amino-1-(4-fluorofenil)-1 Aimidazol-4-il)-1 41,2, 4-triazol-5(4 A-ona 4.1.1.7

A uma suspensao de 1.2.2 (0,21 g; 0,70 mmol) em acetonitrilo (3 mL) F

foi adicionada hidrazida acética (0,06g; 0,81 mmol) e trietilamina (0,29

mL; 2,09 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a N_ NH,

temperatura ambiente e 1 dia depois do inicio da reacao, por TLC, houve <\N | CHs

evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. O sélido HN\«N«O
(0]

bege foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi

isolado e identificado como sendo 4.1.1.7 (0,16 g; 0,53 mmol; 76 %).

4-(4-(1-acetil-5-oxo-4,5-dihidro-1 #1,2 4-4riazol-3-il)-5-amino-1 Aimidazol-1-il)benzonitrilo 4.1.1.8

A uma suspensdo de 1.2.5 (0,12 g; 0,39 mmol) em acetonitrilo (3 mL) NG

foi adicionada hidrazida acética (0,03 g; 0,41 mmol) e trietilamina (0,16

mL; 1,15 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a <N l NH;
N\
temperatura ambiente e 8 dias apos o inicio da reacdo, por TLC, houve N /N\N«CHs
HN
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. O sélido Tg o

branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi

isolado e identificado como sendo 4.1.1.8 (0,06 g; 0,19 mmol; 49 %).
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1-acetil-3-(5-amino-1-(2-hidroxietil)-1 Aimidazol-4-il)-1 41,2 ,4-triazol-5(4 A-ona 4.1.1.9

A uma suspensao de 1.2.3 (0,09 g; 0,36 mmol) em acetonitrilo (3,5 mL)
foi adicionada hidrazida acética (0,03 g; 0,41 mmol) e trietilamina (0,14
mL; 1,01 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente e 2 minutos depois a suspensdo deu lugar a uma
solucao. Trés dias depois comecou a precipitar sélido e 2 dia e meio apos
o0 inicio da reacdo, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de
partida havia sido consumido. O sélido branco foi filtrado e lavado com
etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como

sendo 4.1.1.9 (0,07 g; 0,28 mmol; 78 %).

4.4.2 Sintese de isoguaninas 4.1.2

Procedimento geral

HOH,CH,C
N_ NH,

Q|
N

Uma mistura reacional de 1.2 com hidrazidas (1,0 a 1,3 eq) em acetonitrilo foi deixada sob refluxo entre

5 horas a 3 dias e meio. O s6lido amarelo inicial deu lugar a outro sélido de cor bege/branca que foi

filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto isolado foi identificado como sendo 4.1.2.

1-(6-amino-9-(4-metoxifenil)-2-oxo-2,9-di-hidro-1 Apurin-1-il)ureia 4.1.2.1

A uma suspensao de cloridrato semi-carbazida (0,07 g; 0,63 mmol) em
acetonitrilo (6 mL) foi adicionada trietilamina (0,25 mL; 1,80 mmol). De
seguida adicionou-se 1.2.1 (0,19 g; 0,61 mmol) e deu-se inicio ao refluxo.
Dez minutos apos o inicio da reacao a suspensao deu lugar a uma solucao
e 20 minutos depois comecou a precipitar sélido. Cinco horas apos o inicio
da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia
sido consumido. O solido bege foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter
etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo uma mistura de
4.1.1.1,2.1.1.1 € 4.1.2.1 na proporcao de 6:3:1 (0,01 g; 0,03 mmol;
5 %).
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N-(6-amino-9-(4-metoxifenil)-2-oxo-2,9-di-hidro-1 Apurin-1-il)benzamida 4.1.2.2

A uma suspensao de 1.2.1 (0,25 g; 0,80 mmol) em acetonitrilo seco (5
mL) foi adicionada hidrazida benzoica (0,12 g; 0,88 mmol) e deu-se inicio
ao refluxo. Cinco minutos apos o inicio da reacdo a suspensao deu lugar
a uma solucao e 3 horas depois comecou a precipitar solido. Trés horas
apds o inicio da reacéo o solido branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo
seco e éter etilico. O produto da 1F foi isolado e identificado como sendo
4.1.2.2. A 2F era reagente de partida e foi adicionada a solucdo-mae que
ficou sob refluxo 6 horas e 30 minutos. O s¢lido branco foi filtrado e lavado
com acetonitrilo seco e éter etilico. O produto foi isolado e identificado

como sendo 4.1.2.2 (0,17 g; 0,47 mmol; 59 %).

N-(6-amino-9-(4-metoxifenil)-2-oxo-2,9-di-hidro-1 Apurin-1-il)acetamida 4.1.2.3

A uma suspensao de 1.2.1 (0,29 g; 0,93 mmol) em acetonitrilo (70 mL)
foi adicionada hidrazida acética (0,07 g; 0,95 mmol) e deu-se inicio ao
refluxo. Cinco minutos apos o inicio da reacdo a suspensao deu lugar a
uma solucdo e 2 horas depois comecou a precipitar solido. Trés dias e
meio apos o inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente
de partida havia sido consumido. O sélido branco foi filtrado e lavado com
acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo
uma mistura de 4.1.2.3 e 4.1.1.3 na proporcao de 7:3 (0,18 g; 0,57

mmol; 61 %).

N-(6-amino-9-(4-metoxifenil)-2-oxo0-2,9-di-hidro-1 Apurin-1-il)isonicotinamida 4.1.2.4

A uma suspensao de 1.2.1 (0,28 g; 0,90 mmol) em acetonitrilo (70 mL)
foi adicionada isoniazida (0,18 g; 1,31 mmol) e deu-se inicio ao refluxo.
Cinco minutos apos o inicio da reacdo a suspensdo deu lugar a uma
solucéo e 4 horas depois comecou a precipitar sélido. Oito horas apos o
inicio da reacdo, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida

havia sido consumido. O solido branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo
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e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo 4.1.2.4

(0,18 g; 0,48 mmol; 53 %).

N-(6-amino-9-(4-fluorofenil)-2-oxo-2,9-di-hidro-1 Apurin-1-il)acetamida 4.1.2.7

A uma suspensao de 1.2.2 (0,19 g; 0,63 mmol) em acetonitrilo (70 mL)
foi adicionada hidrazida acética (0,05 g; 0,68 mmol) e deu-se inicio ao
refluxo. Quinze minutos apos o inicio da reacdo a suspensao deu lugar a
uma solucao e 3 horas depois comecou a precipitar solido. Dois dias apds
0 inicio da reacdo, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida
havia sido consumido. O s¢lido branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo
e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo uma mistura
de 4.1.2.7 ¢ 4.1.1.7 na proporcdo de 9,5:0,5 (0,14 g; 0,44 mmol; 70
%).

F

0]

N N
<\J§ﬁ o
N

NH,

N-(6-amino-9-(2-hidroxietil)-2-oxo-2,9-di-hidro-1 Apurin-1-il)acetamida 4.1.2.8

A uma suspensao de 1.2.3 (0,08 g; 0,32 mmol) em acetonitrilo (65 mL)
foi adicionada hidrazida acética (0,03 g; 0,41 mmol) e deu-se inicio ao
refluxo. Dez minutos apds o inicio da reacao a suspensao deu lugar a uma
solucéo e 3 horas depois comecou a precipitar sélido. Catorze horas apds
0 inicio da reacdo, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida
havia sido consumido. O s¢lido branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo
e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo uma mistura

de 4.1.2.8 ¢ 4.1.1.8 na proporcao de 9:1 (0,06 g; 0,24 mmol; 75 %).

4.4.3 Sintese de triazolopurinas 4.1.3

Procedimento geral

HOH,CH,C
o}

NN

QI(Y CH

NN :
VA

NH,

Uma mistura reacional de 1.2 com hidrazidas (1,0 a 2,0 eq) em acetonitrilo ou etanol (60 mL ou 70

mL) foi deixada sob refluxo entre 3,5 horas a 20 horas. Adicionou-se DBU (1,0 a 1,1 eq) e o refluxo

continuou por mais 15 horas a 1 dia. Interrompeu-se o refluxo e adicionou-se TFA (1,0 eq). Colocou-se

a mistura reacional no congelador e precipitou solido que foi filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e

éter etilico. O produto isolado foi identificado como sendo 4.1.3.
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3-(4-metoxifenil)-8-metil-3 A[1,2,4]triazolo[5, 1-ilpurin-5(9 A)-ona 4.1.3.1

A uma suspensao de 1.2.1 (0,26 g; 0,83 mmol) em acetonitrilo (70 mL)
foi adicionada hidrazida acética (0,07 g; 0,95 mmol) e deu-se inicio ao
refluxo. Dez minutos apos o inicio da reacdo a suspensao deu lugar a
uma solucdo e 5 horas depois comecou a precipitar solido. Oito horas e
meia apo6s o inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o
reagente de partida havia sido consumido e adicionou-se trietilamina
(0,34 mL; 2,45 mmol). Um dia depois adicionaram-se duas gotas de
DBU e 15 horas depois adicionou-se mais DBU (0,12 mL; 0,83 mmol).
A mistura reacional continuou sob refluxo por mais 15 horas. Apos
interrupcdo do refluxo foi adicionado acido trifluoracético (0,06mL;
0,83mmol). O solido branco foi filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo
e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo uma
mistura de 4.1.3.1 e 4.1.1.3 na proporcao de 9:1 (0,10 g; 0,34 mmol;
41 %).

3-(4-metoxifenil)-3 41,2 4]triazolo[5, 1-ilpurin-5(9 A-ona 4.1.3.2

A uma suspensdo de 1.2.1 (0,20 g; 0,64 mmol) em etanol (60 mL) foi
adicionada hidrazida formica (0,08 g; 1,33 mmol) e deu-se inicio ao
refluxo. Dez minutos apos o inicio da reacdo a suspensao deu lugar a
uma solucdo e 3 horas depois do inicio da reacdo, por TLC, houve
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido e
adicionou-se DBU (0,10 mL; 0,67 mmol). A mistura reacional continuou
sob refluxo por mais 1 dia. Apos interrupcédo do refluxo foi adicionado
acido trifluoracético (0,05 mL; 0,65 mmol) e a solucdo foi deixada sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Colocou-se a
mistura reacional no congelador e precipitou produto. O sélido bege foi

filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi
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isolado e identificado como sendo uma mistura de 4.1.3.2 ¢ 2.1.1.1

na proporc¢ao de 7:3 (0,07 g; 0,26 mmol; 41 %).

3-(4-metoxifenil)-8-(piridin-4-il)-3 41,2 ,4]triazolo[5, 1-lpurin-5(9 A4-ona 4.1.3.3

A uma suspensdo de 1.2.1 (0,20 g; 0,64 mmol) em etanol (70 mL) foi
adicionada isoniazida (0,10 g; 0,73 mmol) e deu-se inicio ao refluxo. Dez
minutos apos o inicio da reacao a suspensao deu lugar a uma solucao e
8 horas depois do inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o
reagente de partida havia sido consumido e adicionou-se DBU (0,10 mL;
0,67 mmol). A mistura reacional continuou sob refluxo por mais 21
horas. Apos interrupcao do refluxo foi adicionado acido trifluoracético
(0,05 mL; 0,65 mmol) e a solucdo dei deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Colocou-se a mistura
reacional no congelador e precipitou produto. O sélido amarelo torrado
foi filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi

isolado e identificado como sendo 4.1.3.3 (0,12 g; 0,33 mmol; 52 %).
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3-(4-metoxifenil)-8-(tetra-hidrofuran-2-il)-3 A[1,2,4]triazolo[5, 1-ilpurin-5(3 A)-ona 4.1.3.4

A uma suspensdo de 1.2.1 (0,20 g; 0,64 mmol) em etanol (60 mL) foi
adicionada hidrazida furanoica (0,09 g; 0,71 mmol) e deu-se inicio ao
refluxo. Dez minutos apos o inicio da reacdo a suspensao deu lugar a
uma solucdo e 8 horas depois do inicio da reacdo, por TLC, houve
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido e
adicionou-se DBU (0,10 mL; 0,67 mmol). A mistura reacional continuou
sob refluxo por mais 21 horas. Apds interrupcao do refluxo foi adicionado
acido trifluoracético (0,05 mL; 0,65 mmol) e a solucdo dei deixada sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Colocou-se a
mistura reacional no congelador e precipitou produto. O sélido bege foi
filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi

isolado e identificado como sendo 4.1.3.4 (0,11 g; 0,32 mmol; 50 %).
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3-(4-fluorofenil)-8-(piridin-4-il)-3 A 1,2 ,4]triazolo[5, 1-]purin-5(9 A-ona 4.1.3.5

A uma suspensao de 1.2.2 (0,24 g; 0,80 mmol) em etanol (70 mL) foi F
adicionada isoniazida (0,12 g; 0,88 mmol) e deu-se inicio ao refluxo. Q
solucao e 14 horas depois do inicio da reacéo, por TLC, houve evidéncias

Cinco minutos apos o inicio da reacdo a suspensdo deu lugar a uma <N /N\(O
\Y
N
N N
HN—4
de que o reagente de partida havia sido consumido e adicionou-se DBU /

e

(0,12 mL; 0,80 mmol). A mistura reacional continuou sob refluxo por
mais 15 horas e 30 minutos. Apds interrupcao do refluxo foi adicionado
acido trifluoracético (0,06 mL; 0,80 mmol) e a solucdo dei deixada sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Colocou-se a
mistura reacional no congelador e precipitou produto. O sélido bege foi
filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi

isolado e identificado como sendo 4.1.3.5 (0,20 g; 0,58 mmol; 73 %).

3-(4-fluorofenil)-8-(tetra-hidrofuran-2-il)-3 A[1,2,4]triazolo[5, 1-i]purin-5(9 A)-ona 4.1.3.6

A uma suspensdo de 1.2.2 (0,20 g; 0,66 mmol) em etanol (60 mL) foi £
adicionada hidrazida furanoica (0,09 g; 0,71 mmol) e deu-se inicio ao Q

refluxo. Vinte minutos apos o inicio da reacao a suspensdo deu lugar a <N /NYO
uma solucao e 20 horas depois do inicio da reacéo, por TLC, houve \NL(N/‘N
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido e HN%
adicionou-se DBU (0,10 mL; 0,67 mmol). A mistura reacional continuou

sob refluxo por mais 27 horas. Apds interrupcao do refluxo foi adicionado

acido trifluoracético (0,05 mL; 0,66 mmol) e a solucdo dei deixada sob

agitacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Colocou-se a

mistura reacional no congelador e precipitou produto. O sélido bege foi

filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi

isolado e identificado como sendo 4.1.3.6 (0,11 g; 0,33 mmol; 50 %).
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5. REACAO DE IMIDAZOLIL CIANOMETILENOCARBAMATOS COM AMINAS PRIMARIAS

5.1. Reacao de imidazolil cianometilenocarbamatos com aminas primarias

A reatividade dos Metoxicarbonil imidazoles 1.2 também foi avaliada com aminas primarias. Verifica-se
gue, mais uma vez, o grupo acilo incorporado no nitrogénio iminico facilitou o ataque nucleofilico de
aminas primarias e a eliminacdo de HCN permitiu a obtencao do composto 5.1. Este produto tem um
elevado valor sintético, uma vez que corresponde ao intermediario chave na sintese de derivados de

isoguanina.

R, R,
N_ NH, NH.R. N_ NH,
Q| BN
N /NW/OCHZCH?, N /NW/OCHQCHs
- HCN
NC o EHEN RHN
1.2 5.1

Esquema 5.1 - Sintese de amidinas aciladas 5.1

5.1.1. Sintese de amidinas aciladas

Tendo como objetivo a sintese de derivados de isoguanina, foi necessario preparar uma grande
diversidade de amidinas aciladas 5.1. Através da reacao dos /Metoxicarbonil imidazoles 1.2 com
diversas aminas primarias alifaticas foram sintetizados os compostos de 5.1.1 a 5.1.8, apresentados
no esquema 5.2. Também foram testadas as reacdes do imidazole 1.2 com aminas aromaticas, mas
sem sucesso, uma vez que, apos cerca de 6 a 20 dias de reacado sob refluxo, a mistura reacional

degradava ou evoluia para purina.
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R, NH.R. R,

N_ _NH, _ N_ _NH,
Q| Q|
NC 0 R.HN 0
1.2 5.1

5.1.1 R.Ar(©)OMe;  R. C:Hs, 50%
5.1.2 R.Ar(p)OMe; R.H, 83%
5.1.3 R.Ar(p)OMe;  R. CH;, 75%
5.1.4 R.Ar(p)OMe;  R. CH.Ph, 83%
5.1.5 RAr(0CN;  R.CsHs, 71%
5.1.6 R.Ar()CN;  R. CH:Ph, 73%
5.1.7 R.CH;; R. CH;, 80%

5.1.8 R.CH:Ph; R. CH:.Ph, 43%

Esquema 5.2 - Sintese de amidinas aciladas de 5.1.1 a 5.1.8

Os resultados descritos na tabela 5.1 permitem concluir que a reacao dos imidazoles 1.2 com as aminas
alifaticas ocorreu em condicdes suaves e os produtos foram isolados com rendimentos bons e muito
bons, em tempos de reacao relativamente curtos (10 minutos e 18 horas a temperatura ambiente). O
principal problema das reacoes descritas foi a elevada solubilidade do produto na maioria dos solventes,

0 que dificultou a precipitacao e o isolamento dos produtos a partir das misturas reacionais.

Tabela 5.1 - Condicdes experimentais para a sintese de amidinas aciladas 5.1

mmol mmol . n
Entrada R. R: RP NH.R. Condicdes Produto (%)
1 Ar(p)OMe CsHs 0,38 0,74 DCM (2,0 mL), ta, 5.1.1 50
10 min
2 Ar(p)OMe H 0,99 6,98 DMC (4,6 mL), ta, 5.1.2 83
1h 15 min
3 Ar(p)OMe CH: 1,05 14,7 DCM (2,0 mL), ta, 5.1.3 75
10 min
4 Ar(p)OMe CH:Ph 0,86 1,21 EtOH (3,0 mL), ta, 5.1.4 83
20 min
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mmol mmol . = n
Entrada R. R. RP NH.R. Condicoes Produto (%)

5 Ar(pICN C:Hs 0,62 1,24 ACN (1,0 mL), ta, 5.1.5 71
30 min

6 Ar(pICN CH:Ph 0,94 1,88 EtOH (2,0 mL), ta, 5.1.6 73
18 h

7 CH:Ph CH:Ph 0,37 0,42 THF (1,0 mL), 0° C, 5.1.7 43
2 h 30 min

8 CH; CH; 0,45 6,50 EtOH (1,0 mL), ta, 5.1.8 80

10 min

A reacao descrita na entrada 3 teve inicio com uma suspensdo amarela que foi dando lugar a uma
suspensdo branca. No entanto, nas restantes reacdes verificou-se que a mistura reacional era uma
solucado quando, por TLC, havia indicacdo de auséncia de reagente de partida. Assim, foi necessario
evaporar o excesso de solvente até obtencao de um éleo residual e adicionar misturas frias de éter etilico
e etanol ou acetonitrilo para precipitacao do produto. Na entrada 7 é descrita uma reacao que decorreu

em banho de gelo na tentativa de conseguir a precipitacdo do produto, mas apenas foi possivel precipitar

produto depois de colocar a mistura reacional no congelador.

5.1.1.1. Caracterizacdo das amidinas aciladas 5.1

Os diferentes produtos foram isolados na sua forma pura e foi possivel registar os seus pontos de fusao

e determinar as suas composi¢cdes por analise elementar ou espectrometria de massa de alta resolucao

(tabela 5.2).

136



Tabela 5.2 — Dados fisicos e analiticos para as amidinas aciladas R
‘N NH,
5.1 <\ |
N /NW/OCHZCHQ,
R:HN o
Valores obtidos
Produto R. R: p.f. (°C) Férmula Molecular (calculados)
C; H; N (%)
5.1.1 Ar(p)OMe CsHs d) CusH2N:=0: c)
5.1.2 Ar(p)OMe H 170 -172 CuH»N:0: 55,55; 5,66; 22,80
(55,40; 5,60; 23,10)
5.1.3 Ar(p)OMe CH: 143 - 144 C1sH1N:=0: 56,90; 6,10; 21,60
(56,78; 5,99; 22,08)
5.14 Ar(p)OMe CH.Ph 120 - 121 CzH2:N:0: 63,90; 6,14; 17,56
(64,12; 5,85; 17,81)
5.1.5 Ar(p)CN CsHs d) CisHzN:0: c)
5.1.6 Ar(p)CN CH.Ph 159 - 160 Ca:H2N:0: 64,66; 5,27; 21,95
(64,95; 5,16; 21,65)
5.1.7 CH.Ph CH.Ph 86 - 88 CzHz:N:0. c)
5.1.8 CHa CHa >279 a CQH15N502 C)

a) Ocorre degradacao; b) HRMS [M + 1]%; c) AE pendente (aparelho em manutencéo); d) A quantidade recolhida n&o foi suficiente para analise.

Na maioria dos casos descritos foi possivel determinar o intervalo de valores para o qual a substancia

muda de estado fisico, mas, em algumas situacdes, verificou-se a degradacdo do composto antes da

fusdo acontecer. Os resultados das analises elementares comprovaram uma composi¢ao correspondente

a estrutura proposta.

A atribuicdo das estruturas 5.1 foi confirmada por dados de *H RMN, IV e =C RMN, que s&o apresentados

na tabela 5.3 e na tabela 5.4.
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Tabela 5.3 — Dados de 'H RMN e IV das amidinas aciladas 5.1 (DMSO- Ri NH
N 2
) QO
N /N7]/OCHQCH3
R>HN 0O
Prod. R/R. H-2 NH. NH  OCH.CH. R. R. ';’ (Nujol) (cm
5.1.1 Ar(pOMe 7,38 6,96 10,16 3,97 (2H; q; 6,9 7,38 (2H; d; 5,33 (1H, sl) d)
CsHe (1H, s) (2H, s) (1H, sl) Hz) 9,0 Hz, Ho) 2,00 (2H; m)
1,17 (3H;t;7,2Hz) 7,11 (2H; d; 1,60 (6H; m)
9,0 Hz, Hm)
3,81 (3H; s; OMe)
5.1.2 Ar(pOMe 7,39 6,48 - 3,99 (2H; q; 6,9 7,40 (2H; d; 7,87 (1H, s) 34301, 3386 i,
H (1H, s) (2H, s) Hz) 9,0 Hz, Ho) 8,79 (1H, s) 32921i,3113 m,
1,18 (3H;t; 7,2Hz) 7,11 (2H; d; 3008 m, 2556 f,
9,0 Hz, Hm) 2244 f, 2057 f,
3,83 (3H; s; OMe) 1870f, 1606 i,
1586 1, 1550 |
5.1.3 Ar(pOMe 7,39 6,94 9,90 4,00 (2H; q; 7,2Hz) 7,40 (2H; d; 3,41 (3H, sl) 3251 m, 3116
CH: (1H, s) (2H,s)  (1H,sl) 1,20 (3H;t; 7,2 Hz) 8,9 Hz, Ho) m, 1640, 1598 i
7,12 (2H; d;
8,9 Hz, Hm)
3,80 (3H; s; OMe)
5.1.4 Ar(pOMe 7,39 7,00 10,20 - 3,95 (2H; q; 7,2 Hz) 7,40 (2H; d; 9,0 Hz, 5,32 (2H, sl) 33801, 3192 m,
CH.Ph (1H, s) (2H, sl) 10,40 1,15 (3H;t; 7,2 Hz) Ho) 7,35 (4H, m) 3142 m, 3110
(1H, sl 7,12 (2H; d; 9,0 Hz, 7,29 (1H, m) m, 3075 m,
Hm) 3024 m, 16131,
3,81 (3H; s; OMe) 1592 i
5.1.5 Ar(pCN 7,57 7,22 10,19 3,98 (2H; q; 7,2 Hz) 8,08 (2H; d; 8,7 Hz, 5,29 (1H; sl) a)
C-Hs (1H, s) (2H,sl)  (1H,sl) 1,18 (3H;t; 7,1 Hz) Ho) 2,02 (2H; m)
7,75 (2H; d; 8,7 Hz, 1,57 (6H, m)
Hm)
5.1.6 Ar(9CN 7,58 7,27 10,20 - 3,96 (2H; q; 6,9 Hz) 8,10 (2H; d; 8,4 Hz, 5,31 (2H, sl) 3410 m, 3381
CH.Ph (1H, s) (2H, sl) 10,40 1,15 (3H;t; 7,2 Hz) Ho) 7,33 (4H, m) m, 3302 m,
(1H, sl) 7,75 (2H; d; 8,4 Hz, 7,26-7,29 3254 f, 3097 m,
Hm) (1H, m) 2234 m, 1605 i,
1581 i
5.1.7 CH:Ph 7,22 7,19 10,21 3,94 (2H; q; 7,5 Hz) 5,10 (2H, s) 5,28 (2H, sl) a)
CH.Ph (1H, s) (2H,s)  (1H,sl) 1,14 (3H;t; 6,9 Hz) 7,29 -7,35(bH; m)  7,23(4H, m)
7,27 -7,29
(1H, m)
5.1.8 CH: 7,20 6,96 9,82 3,96 (2H; q; 9,0 Hz) 3,39 (3H, s) 3,41 (3H, sl) 3372 m, 3249
CH: (1H, s) (2H,sl)  (1H,sl) 1,17 (3H,t; 7,5 Hz) m, 3099 m,

1645 m, 1597 f

a) A quantidade recolhida néo foi suficiente para analise.

Na analise dos espetros registados através da caracterizacdo por *H RMN é possivel observar singletos

para o protdo ligado a C-2 do anel de imidazole com sinais entre § 7,20 e 7,58 ppm. O grupo NH: ligado

ao anel de imidazole apresenta sinais, alguns deles largos, que integram para dois protdes entre § 6,48
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e 7,22 ppm. O protdo ligado ao nitrogénio da amina incorporada surge como sinais largos entre § 9,82
e 10,30 ppm, sendo que o sinal mais baixo é observado para o substituinte em R.= CH:. Os protdes do
grupo etoxilo, assim como os dos grupos substituintes, apresentam um padrao constante de sinais tipicos
para estes grupos neste tipo de estruturas. Na espetroscopia de infravermelho assiste-se ao
desaparecimento da banda relativa ao grupo ciano presente no reagente de partida, o que vem contribuir
para a confirmacao da estrutura atribuida aos compostos. Também a presenca de sinais intensos entre

1605 e 1640 cm*revelam a existéncia de ligacdo dupla entre carbono e oxigénio.

Tabela 5.4 - Dados de *C RMN das amidinas aciladas 5.1 (DMSO- Ry

) 2<\ | H

Prod. R./R. C-2 C-4 C-5 C-6 C=0 OCH.CH: R. R:

5.1.1 Ar(pOMe 131,29 110,93 147,23 162,06 163,77 59,41 159,25 (CH 54,86
C:Hs 14,64 11501 (Cm) 34,01
12679 (Co 23,25

126,90 (C)

55, 54 (OMe)

5.1.2 Ar(pOMe 131,65 111,28 144,42 163,68 163,84 59,60 159,22 (C,)
H 14,58 115,01 (Cm)

126,65 (Co)

126,91 (Ci)

55,57 (OMe)

5.1.3 Ar(p)OMe 132,00 112,60 148,00 160,20 164,60 60,50 159,20 (Cp) 32,30

CH 15,70 116,00 (Cm)
127,70 (Co)
127,90 (C)
56,57 (OMe)
5.1.4 Ar(pOMe 131,20 111,20 147,30 162,00 164,00 59,60 159,30 (CH 47,51
CH.Ph 14,60 115,06 (Cm)  139,30; 128,60:
127,30 (Ca  127,20; 126,80
128,60 (C)
55,58 (OMe)
5.1.5 Ar(oCN 130,65 111,49 146557 162,01 163,73 59,50 110,86 (CH 54,92
C:Hs 19,59 125,60 (Cr) 34,02
134,08 (Co 23,24
139,00 (C)
118,19 (CN)
5.1.6 Ar(oCN 130,60 112,00 146,50 160,35 162,00 59,60 110,90 (C); 47,50
CH.Ph 14,50 125,60 (Crm);  139,20; 128,50:
134,10 (Co;  127,20; 121,10
138,20 (C)
118,20 (CN)
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Prod. R./R. C-2 C-4 C-5 C-6 C=0 OCH.CH: R. R:

5.1.7 CH.Ph a)

CH:Ph
5.1.8 CH: 132,50 112,00 147,00 1el,15 163,10 60,40 29,70 30,70
CH; 14,95

a) A quantidade recolhida nao foi suficiente para analise.

Através das correlacdes obtidas entre atomos de carbono e protdes separados por uma ou varias ligacoes
foi possivel fazer corresponder os sinais registados no espetro de =*C RMN e confirmar as atribuicdes de

estruturas propostas (figura 5.1).

R;

N_'_NH, "
H— | N

N /N7]/OCHZCH3

RHN\ 0

4L

Figura 5.1 - Correlacdes registadas em HMBC para as estruturas 5.1

O carbono 2 do anel de imidazole apresenta um sinal tipico para estruturas deste tipo que permitiu
identificar facilmente o tipo de composto que estava a ser caracterizado, com base nos correspondentes
sinais registados entre § 130 e 133 ppm. Os sinais habitualmente observados para as estruturas
percursoras serviram de base de trabalho para compreender ligeiros desvios nos sinais dos carbonos C-
4eC-5quesurgementre § 111 e 113 ppm e entre § 144 e 148 ppm, respetivamente. O carbono mais
afetado com a substituicdo do grupo ciano pela amina primaria é o carbono da posicao 6, cujo sinal foi
registado entre § 162 e 164 ppm, quando o reagente de partida, para 0 mesmo carbono, apresentava
sinais por volta dos 138 ppm. Este desvio deve-se a substituicdo do atomo de carbono pelo atomo de

nitrogénio e a conjugacao com o grupo carbonilo.
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5.1.1.2 Proposta mecanistica para a sintese das amidinas aciladas 5.1

A obtencdo destas amidinas aciladas &, regra geral, bastante rapida e eficiente. No esquema seguinte

esta representado o mecanismo para obtencao destes imidazoles.

Ry
N NH
N 2
S Ri N
=N _OCH,CHs N NH: N 2
g & THN-COOCH,CH; QO
NC O — N /NW/OCHZCH3
+ NE\ NHR2 (‘ HCN) RQHN O
NH,R,
1.2 5.1

Esquema 5.3 - Proposta mecanistica para a sintese de amidinas aciladas 5.1

O estudo da reatividade do AMetoxicarbonil imidazole 1.2 com aminas permitiu perceber a elevada
propensdo do ataque nucleofilico ao carbono ligado a C-4 do anel de imidazole. Apds adicdo das aminas

primarias ocorre eliminacdo de HCN, dando origem ao intermediario 5.1.

5.2. Reacao de sintese de isoguaninas

Tendo em vista a conversdo das amidinas aciladas 5.1 nas isoguaninas correspondentes foi induzida a
ciclizacao intramolecular e, dependendo das condicdes reacionais utilizadas, foi possivel sintetizar as

isoguaninas substituidas em N-1 e N-6, ou seja, os produtos 5.2.1 e 5.2.2 (esquema 5.4).

R‘1 NH R1 R‘l
N 2 N /N\(O N /N\fO
<\ | - N N e/ou ¢ - NH
N /N7]/OCHQCH3 N Ry N
R:HN o NH, NHR>
5.1 5.2.1 5.2.2

Esquema 5.4 - Sintese de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2 a partir das amidinas aciladas 5.1
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Também foram exploradas as possibilidades de sintetizar estes compostos numa reacao em duas etapas,

sem isolar o intermediario B, partindo do reagente de partida 1.2 1 (esquema 5.5).

R R Ri
N__NHz NH.R, N /N7¢O N /NW¢O
<\NI§/N OCH.CH <\N:I%/N. e/ou <\N:|%/NH
= 77/ 2CHg _— R»
NG NH, NHR,
1.2 5.2.1 5.2.2

Esquema 5.5 - Sintese de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2 a partir do imidazole 1.2

No esquema 5.6 apresenta-se outra das estratégias exploradas, que consistiu na conversdo da

isoguanina substituida em N-1 em isoguanina substituida em N-6.

Ry Ri \
N_N_O N (0]
& T Lo, <T T
N N‘R NTX NH
2
NH, NHR;
5.2.1 5.2.2

Esquema 5.6 - Conversao de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2

Também se procedeu a separacao dos dois tipos de isoguaninas apds serem recolhidas numa mistura

com proporc¢des relativas conhecidas.

5.2.1. Sintese de isoguaninas a partir de amidinas aciladas

As tentativas de ciclizacao intramolecular das amidinas 5.1 exigiram, de um modo geral, condicdes de
refluxo e conduziram & obtencado de misturas das isoguaninas isoméricas 5.2.1 e 5.2.2. Tendo em
vista a sintese seletiva de isoguaninas substituidas em N-1 ou em N-6 com um grupo alquilo (5.2.1 ou
5.2.2), foi necessario testar uma série de condicdes experimentais com diferentes variaveis e avaliar as

consequéncias das diferentes alteracoes efetuadas na composicdo da mistura reacional (esquema 5.7).
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No entanto, a grande maioria das reacdes realizadas ndo mostram seletividade e os sélidos isolados

apresentaram-se como misturas dos dois isomeros em proporcoes variaveis.

Rt R N O R N O
N 2 N N~
¢ ST ST
N /NW/OCHZCHa NTX-NR, N
RHN NH, NHR,
5.1 5.2.1 5.2.2
5.2.2.1 R. Ar()OMe; R:H, 45%
5.2.1.2 R. Ar(p)OMe; R. CH:, 84% » 5.2.2.2 R. Ar(p)OMe; R. CH:, 84%

5.2.1.3 R.Ar(gOMe: R. CH.Ph, 76% % 5.2.2.3 R.Ar()OMe; R. CH.Ph, 100%
5.2.1.4 R.Ar(/)OMe; R. CH.CH.OH, 77%  5.2.2.4 R.Ar(/)OMe; R. CH.CH.OH, 77%

5.2.2.5 R. Ar()CN; R: H, 75%

5.2.1.6 R.Ar(p)CN; R. CH;, 93% @ 5.2.2.6 R.Ar(p)CN; R. CH;, 93% ¢«
5.2.1.7 R.Ar(p)CN; R. CH.Ph, 91% 5.2.2.7 R.Ar(p)CN; R. CH.Ph, 87%
5.2.1.8 R.CH:Ph; R. CH:Ph, 69% " 5.2.2.8 R.CH:Ph; R. CH:Ph, 69% "

Esquema 5.7 - Sintese de isoguaninas de 5.2.1. ¢ 5.2.2

Isolada numa mistura de: a) 5.2.1.2 e 5.2.2.2 numa proporc¢ao de 5:5; b) 5.2.1.3 e 5.2.2.3 numa proporcao de 8:2; c) 5.2.1.4 e 5.2.2.4 numa proporcdo de
5:5;d) 5.2.1.6 e 5.2.2.6 numa proporcao de 7:3, €) 5.2.1.7 e 5.2.2.7 numa proporcao de 6:4, f) 5.2.1.8 e 5.2.2.8 numa proporcao de 6:4.

A tabela 5.5 descreve os ensaios que melhor contribuiram para a compreensdo do mecanismo e das
condicdes reacionais que viabilizam cada um dos caminhos sintéticos possiveis. A comparacao do efeito
dos diferentes substituintes, o recurso a diferentes solventes, volume de solvente ou carater quimico do

meio, justificam o elevado numero de ensaios considerados para constar desta tabela.

Tabela 5.5 - Condicdes experimentais para a sintese de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2 a partir de 5.1

mmol - N
Entrada R. R. RP Condicoes Produto (%)
Sem adicao de acido
1 Ar(p)OMe H 0,51 EtOH (20,0 mL), 5.2.2.1 45
refluxo; 14,5 dias
Com adicao de acido
2 Ar(p)OMe CH: 0,31 ACN (2,0 mL), 5.2.2.2 84

TFA (2,0 eq),
refluxo, 35 min
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mmol

Entrada R. R. RP Condicoes Produto (%)
3 Ar(p)OMe CH: 0,40 ACN (4,0 mL), 5.2.2.2.H.S0 97
H.SO. (].,O eq), 4
refluxo, 18 h
4 Ar(p)OMe CH: 0,31 EtOH (2,0 mL), 5.2.2.2 73
TFA (2,0 eq),
refluxo, 1 h
5 Ar(p)OMe CH: 0,15 EtOH (1,0 mL), 5.2.2.2 57
TFA (cat.),
refluxo, 1 h 45
min
6 Ar(p)OMe CH: 0,45 DMF (0,4 mL), 5.2.2.2 55
TFA (2,0 eq),
refluxo, 10 min
Sem adicao de acido
7 Ar(p)OMe CH: 0,45 EtOH (20,0 mL), 5.2.1.2 5.2.2.2 84
refluxo, 5 h 54% 46%
8 Ar(p)OMe CH: 0,38 THF (20,0 mL), 5.2.1.2 5.2.2.2 46
refluxo, 14 dias 56% 44%
9 Ar(p)OMe CH: 0,27 DMF (0,3 mL), 5.2.1.2 5.2.2.2 88
refluxo, 1 h 40 42% 58%
min
Com adicao de acido
10 Ar(p)OMe CH.Ph 0,23 ACN (2,0 mL), 5.2.2.3 87
TFA (2,0 eq),
refluxo, 35 min
11 Ar(p)OMe CH.Ph 0,22 ACN (2,0 mL), 5.2.2.3 70
TFA (cat.),
refluxo, 2 h
12 Ar(p)OMe CH.Ph 0,11 ACN (2,0 mL), 5.2.2.3.H.S 18
H.SO. (].,O eq), 0.
refluxo, 2,5 dias
13 Ar(p)OMe CH.Ph 0,15 ACN (20,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 69
H.SO. (cat.), 39% 61%
refluxo, 2,5 dias
14 Ar(p)OMe CH.Ph 0,23 EtOH (2,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 61
TFA (cat.), 44% 66%
refluxo, 5 h
15 Ar(p)OMe CH.Ph 0,25 EtOH (3,0 mL), 5.2.2.3 15

H.SO. (].,O eq),
ta, 24 dias
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mmol

Entrada R. R. RP Condicoes Produto (%)
16 Ar(p)OMe CH.Ph 0,18 EtOH (1,5 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 89
AcOH (1,0 eq), 47% 53%
refluxo, 1 h
17 Ar(p)OMe CH:Ph 0,25 DMF (0,8 mL), 5.2.2.3 100
TFA (2,0 eq),
refluxo, 35 min
Sem adicao de acido
18 Ar(p)OMe CH.Ph 0,34 ACN (25,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 83
refluxo, 5 dias 65% 35%
19 Ar(p)OMe CH.Ph 0,39 EtOH (60,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 76
refluxo, 3,5 h 76% 24%
20 Ar(p)OMe CH.Ph 0,21 EtOH (5,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 87
refluxo, 12 h 52% 48%
21 Ar(p)OMe CH:Ph 0,34 MeOH (20,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 60
refluxo, 18 h 53% 47%
22 Ar(p)OMe CH:Ph 0,31 THF (20,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 76
refluxo, 7 dias 75% 25%
23 Ar(p)OMe CH.Ph 0,14 H.0 (20,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 62
refluxo, 2 h 53% 47%
Com adicao de base
24 Ar(p)OMe CH:Ph 0,30 THF (20,0 mL), t- 5.2.1.3 5.2.2.3 80
butoxido de 66% 44%
potassio (cat.),
refluxo, 7 dias
Sem adicao de acido
25 Ar(p)OMe CH.CH.0OH 0,17 ACN (20,0 mL), 5.2.1.4 5.2.2.4 77
refluxo, 4 dias 7 53% 47%
h
26 Ar(p)OMe CH.CH.0OH 0,41 EtOH (20,0 mL), 5.2.1.4 5.2.2.4 55
refluxo, 4 h 47% 53%
Sem adicao de acido
27 Ar(pCN H 0,32 EtOH (20,0 mL), 5.2.2.5 75
refluxo, 14,5 dias
Sem adicao de acido
28 Ar(p)CN CH: 0,41 THF (20,0 mL), 5.2.1.6 5.2.2.6 93
refluxo, 4,5 dias 68% 32%
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mmol n

Entrada R. R. RP Condicoes Produto (%)
Com adicao de acido
29 Ar(p)CN CH.Ph 0,23 ACN (1,0 mL), 5.2.2.7 87
TFA (2,0 eq),
refluxo, 1 h
Sem adicao de acido
30 Ar(p)CN CH.Ph 0,22 THF (20,0 mL), 5.2.1.7 5.2.2.7 91
refluxo, 20 dias 61% 39%
Sem adicao de acido
31 CH:Ph CH.Ph 0,12 EtOH (3,0 mL), 5.2.1.8 5.2.2.8 69
refluxo, 12 h 60% 40%

As condicOes que permitiram isolar os derivados de isoguanina substituidos em R. com um protao estao
relatados nas entradas 1 e 27. A sintese das restantes mostrou-se sensivel as condicdes reacionais e
verifica-se a obtencdo de misturas constituidas por derivados substituidos em N-1 e/ou N-6.

Nas reacdes em meio acido, verificou-se que as condicdes de refluxo na presenca de um equivalente de
H.SO. ou de dois equivalentes de TFA parecem conduzir seletivamente ao caminho sintético da formacao
da isoguanina substituida em N-6, isolando-se apenas o composto 5.2.2. Observa-se que, recorrendo a
um equivalente de H.SO. obtém-se o derivado de isoguanina na forma de sal (entrada 3). O mesmo se
verifica na décima segunda entrada, para as mesmas condicdes, mas na presenca de outros
substituintes.

Para R: = Ar(p)OMe e R.= CH.Ph (ensaio 13) avaliou-se, na presenca de uma quantidade catalitica de
acido, o efeito de um elevado volume de solvente e verificou-se que a reacdo nao era seletiva, ocorrendo
a formacao da estrutura substituida em N-1. Nos ensaios 14 e 16 também houve a formacao da estrutura
5.2.1, que podera estar relacionada com o facto dos acidos utilizados serem volateis €/ou ndo serem
suficientemente fortes. Assim, pode concluir-se que, nas reacdes em que se recorreu a adicdo de acido,
0 caminho sintético para a formacéo seletiva do derivado 5.2.2 exige que a quantidade de acido presente
no meio reacional seja superior a um equivalente.

Nas reacoes em meio acido foi ainda avaliada a importancia do solvente utilizado e é possivel perceber
que, de uma forma geral, o solvente pode interferir no tempo de reacdo e também condiciona a
solubilidade dos produtos obtidos. Pode verificar-se que as reacdes nas quais se mantiveram 0s
substituintes e foram utilizados diferentes solventes, nomeadamente, ACN, EtOH e DMF, o tempo de
reacdo foi menor para as reacdes que decorreram em DMF devido, possivelmente, a uma temperatura

de refluxo mais elevada. No entanto, neste ultimo caso, o rendimento ndo acompanha a eficiéncia
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conseguida com o tempo de reacdo, uma vez que um aumento da solubilidade dos reagentes facilita a
reacao, mas dificulta a recolha do produto solido.

Na décima quinta entrada é descrito um ensaio que acontece a temperatura ambiente mostrando que,
mesmo a esta temperatura, ha formacao da purina 5.2.2.3. No entanto, o reduzido rendimento (15 %)
nao permite tirar conclusdes sobre a seletividade deste ensaio, uma vez que o tempo de reacéo é muito
longo e a degradacao progressiva da mistura reacional pode ter comprometido a recolha de produto.
Nas reacoes realizadas sem adicdo de acido verifica-se que foi sempre recolhida uma mistura das duas
purinas, independentemente dos conjuntos de substituintes testados. Além disso, verifica-se que na
grande maioria dos casos, as reacdes realizadas em EtOH sao mais rapidas do que em ACN, sugerindo
que estas reacdes sao favorecidas por solventes proticos. Foi possivel ainda perceber uma relacdo entre
o volume de solvente utilizado e a proporcao de purina 5.2.1 recolhida. Por exemplo, as reacdes que
constam das entradas 19 e 20 permitem comparar o efeito do volume de solvente e percebe-se que
qguanto maior for o volume de solvente utilizado, maior a proporcao de 5.2.1.3 isolada. Se forem
comparadas as reacdes das entradas 18 e 21, para os mesmos substituintes, para quantidades
aproximadas de volume de solvente utilizado, a proporcdo de purina 5.2.1.3 recolhida nao foi
significativamente diferente. Assim sendo, a proporcdo em que se recolhem as duas purinas é mais
influenciada pela quantidade de solvente utilizado do que pela sua natureza.

No entanto, a natureza do solvente parece ter influéncia no tempo de reacado. Quando se comparam 0s
ensaios registados nas entradas 7 e 8, para R. = CH:, ou quando R. = CH.Ph (entradas 23 e 24) e ainda
no caso de R. = CH.CH:OH (entradas 25 e 26), pode inferir-se que, de forma geral, o THF e o ACN
aumentam o tempo de reacao, enquanto que a H:0, o MeOH ou o EtOH tém o efeito contrario.

Foi ainda avaliado o efeito da adicao de base (entrada 24) e, nestas condicdes, foi também obtida uma
mistura das duas purinas. Assim, foi possivel confirmar que apenas o meio acido parece favorecer
seletivamente os caminhos sintéticos para obtencao de purinas 5.2.2.

Em termos gerais, pode concluir-se que a proporcao de cada uma das isoguaninas nas misturas isoladas
nao parece ser grandemente influenciada pela natureza do solvente e mantém-se aproximadamente
constante para cada conjunto de substituintes. No entanto, torna-se evidente o efeito do solvente nas

velocidades das reacdes, observando-se que as reacdes sao mais rapidas em EtOH do que em ACN.

147



5.2.2. Sintese de isoguaninas a partir de Metoxicarbonil imidazoles

Visto que surgiram dificuldades experimentais no isolamento de alguns intermediarios 5.1,
nomeadamente nas reacdes de 1.2 com aminas aromaticas, decidiu-se testar uma outra abordagem
sintética para melhorar a eficiéncia do método. Para o efeito, foi avaliada a possibilidade de preparar os
derivados de isoguaninas numa reacdo em duas etapas, partindo do reagente 1.2 e de aminas alifaticas

e aromaticas. Este método conduziu a obtencao das isoguaninas apresentadas no esquema 5.8.

R NH.R. R Rq
N__NH, N__N_O N__N_O
G LR : g
N /N77/OCHQCH3 N ‘R, N
NG O NH, NHR,
1.2 5.2.1 5.2.2

5.2.1.3 R.Ar(p)OMe; R. CH.Ph, 64%  5.2.2.3 R.Ar(p)OMe; R. CH.Ph, 64% »

a)

5.2.1.9 R.Ar(p)OMe; R. Ph, 23%

5.2.1.10 R.Ar(p)OMe; R. Ar(p)F,

65%

5.2.1.11 R.CH;; R. CH;, 76%v 5.2.2.11 R.CH;; R. CH;, 76%v
5.2.1.12 R.CH;; R. CH:Ph, 79% ¢ 5.2.2.12 R.CH;; R. CH:Ph, 79% ¢

Esquema 5.8 - Sintese de isoguaninas 5.2.1.3 € 5.2.1.9 2 5.2.1.12 ¢ de 5.2.2.3, 5.2.2.11 ¢
5.2.2.12

Isolada numa mistura de: a) 5.2.1.3 e 5.2.2.3 numa proporcao de 5:5; b) 5.2.1.11 e 5.2.2.11 numa proporc¢ao de 5:5; ¢) 5.2.1.12 e 5.2.2.12 numa

Foram necessarios varios ensaios para descobrir as condicbes experimentais mais adequadas e as
reacdes com resultados mais relevantes estao descritas na tabela 5.6. De um modo geral, verifica-se
gue nas reacdes com aminas alifaticas, os imidazole 1.2 foram combinados com as diferentes aminas.
e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente. Apds a reacdo se completar, a
ciclizacao intramolecular foi promovida submetendo a mistura a temperatura de refluxo que conduziram
a obtencao de misturas das duas isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2. Nas reacdes com aminas aromaticas foi
necessario utilizar condicoes de refluxo para facilitar a condensacao do imidazole 1.2 com estas aminas,
uma vez que 0s ensaios preliminares mostraram que estas reacdes ndo ocorreram a temperatura

ambiente.
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Tabela 5.6 - CondicOes experimentais para a sintese de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2 a partir de

imidazoles 1.2

Entrad mmol mmol i n
a R. R: RP NH.R: Condicoes Produto (%)
1 Ar(p)OMe CH:Ph 0,57 0,57 THF (8,0 mL), 5.2.1.3 5.2.2.3 64
tbutoxido de potassio 47% 53%
(cat), refluxo, 8,5
dias
2 Ar(p)OMe Ph 0,53 1,06 ACN (2,5 mL), TFA 5.2.1.9 23

(cat.), 40° C, 17 dias

3 Ar(p)OMe Ar(p)F 0,74 0,71 THF (8,0 mL), t 5.2.1.10 65
butoxido de potassio
(cat.), refluxo, 4 dias

4 CH: CH: 0,59 8,32 i) EtOH (1,0 mL), ta, 5.2.1.11 5.2.2.11 76
10 min 50% 50%
i) EtOH (20,0 mL),
refluxo, 16 h 30 min

5 CH: CH.Ph 0,82 1,15 i) EtOH (1,0 mL), ta, 5.2.1.12 5.2.2,12 79
10 min 85% 15%
i) EtOH (20,0 mL), 100%
refluxo, 1 dia

Na reacdo com a anilina (R. = Ph, entrada 2), apesar do baixo rendimento que condiciona a interpretacdo
dos resultados, é possivel observar que a adicdo de uma quantidade catalitica do acido trifluoroacético
nao foi suficiente para favorecer o caminho sintético para obtencao de 5.2.2.9.

Na reacdo com a p-fluoranilina (R. = Ar(p)F, entrada 3), mais uma vez recolheu-se apenas a estrutura
5.2.1.10 ao fim de 4 horas de refluxo na presenca de #butdxido de potassio. No entanto, a solubilidade

destes compostos é complexa e, nesta reacao, nao foi possivel isolar mais nenhum sélido.

5.2.3. Conversao de isoguaninas substituidas em N-1 nas isoguaninas substituidas em N-6

A conversao das isoguaninas substituidas em N-1 nas isoguaninas substituidas em N-6 também foi

testada como forma de averiguar o0 mecanismo de sintese e a estabilidade relativa das duas estruturas

(esquema 5.9).
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Ry Ri

N__N_O N__N_O
CLT LT
N—X N.R N~ NH
2 B ——
NH, NHR»
5.2.1 5.2.2

5.2.2.2 R:Ar(p)OMe; R.CH, 67%
5.2.2.3 R:Ar(p)OMe; R. CH.Ph, 48%

5.2.2.13 R.Ar(p)OMe;R: Ar(5)OMe, 59%

Esquema 5.9 — Conversao de isoguaninas 5.2.1 em isoguaninas 5.2.2

Em ensaios preliminares foi possivel perceber a necessidade de temperaturas elevadas e de um meio

reacional acido para que as purinas 5.2.1 se convertessem nas estruturas 5.2.2. Na tabela 5.7 estao

resumidos 0s ensaios mais relevantes que foram realizados para o propdsito do estudo.

Tabela 5.7 - CondicOes experimentais para a conversao de isoguaninas 5.2.1 em 5.2.2

Entrad mmol i n
a R. R: RP Condicoes Produto (%)
1 Ar(p)OMe CH; 0,11 i) DMF (0,6 mL), TFA (cat), 5.2.2.2 72

refluxo, 1 h 45 min
ii) TFA (2,0 eq), refluxo, 1 h 15

min

2 Ar(p)OMe CH.Ph 0,12 DMF (8,0 mL), TFA (2,0 eq), 5.2.2.3 50
refluxo, 3 h

3 Ar(p)OMe Ar(p)OMe 0,29 i) EtOH (3,0 mL), TFA (2,0 eq),  5.2.2.13 59

refluxo, 10 h 30 min
ii) DMF (1,5 mL), refluxo, 18 h
iii) TFA (2 eq), refluxo, 5 h

4 Ar(p)OMe Ar(p)OMe 0,33 DMF (0,4 mL), 5.2.2.13 58
NH.CH.CH.OCH: (3,2 eq), TFA
(2,1 eq), refluxo, 1 h 15 min

A influéncia da temperatura de ebulicdo do solvente pode comprovar-se através do ensaio numero trés,
dado que a reacao nao avancou em etanol, exigindo a presenca de DMF para solubilizar os reagentes de
partida e aumentar a temperatura do refluxo. Através deste ensaio foi ainda possivel concluir que o meio

acido é essencial para a conversao das estruturas. No entanto, uma quantidade catalitica de acido nao
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mostrou ser suficiente e verificou-se a necessidade da presenca de uma quantidade equivalente. A
decisao de recorrer a dois equivalentes prendeu-se com a volatilidade do TFA, motivo pelo qual foi
necessario adicionar mais TFA.

As diferentes reacoes decorreram em condicdes semelhantes, no entanto, verificam-se tempos de reacéo
distintos para os diferentes substituintes R.. O tempo de reacdo mais longo foi registado para CH.Ph e
para Ar(p)OMe, sugerindo que a conjugacdo deste substituinte com o anel de imidazole podera dificultar
0 rearranjo de 5.2.1 (ver proposta mecanistica).

Na reacao descrita na quarta entrada recorreu-se & adicdo de uma amina primaria (NH.CH.CH.OCH:) e
o resultado sugere que a amina favoreceu o rearranjo pela sua capacidade de funcionar como nucledfilo,
sendo depois eliminada.

Também foram efetuados ensaios para explorar a hipdtese de converter as isoguaninas substituidas em
N-6 nas isoguaninas substituidas em N-1. As reacdes que foram realizadas em diferentes condicoes
reacionais demonstraram que o produto final era sempre o reagente de partida, a purina 5.2.2,

evidenciado a maior estabilidade termodinamica da estrutura 5.2.2.

5.2.4. Separacao de misturas de isoguaninas

Uma vez que ndo foi possivel preparar seletivamente as isoguaninas 5.2.1, por serem
termodinamicamente menos estaveis do que os isomeros 5.2.2, decidiu-se testar a possibilidade de
separar os dois isdmeros das misturas isoladas na tentativa de isolar os compostos 5.2.1 puros.

A partir de misturas de 5.2.1 e 5.2.2 prepararam-se suspensoes as quais se adicionou uma quantidade
equimolar de base relativamente a composicdo da mistura na isoguanina substituida em N-6, 5.2.2.
Dessa forma foi possivel formar o sal da forma substituida em N-6 que se solubilizou no solvente utilizado,

deixando apenas a forma 5.2.1 em suspensao.
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NN_O  N_N_O NN

N N N 0]

CTE I L T Y

N N‘Rz NTX NTX NARz
NH, " NHR, NH,

5.2.1 +5.2.2 5.2.1
5.2.1.2 R:Ar(p)OMe; R. CHs, 100%
5.2.1.7 R.Ar(p)CN; R. CH;, 44%

Esquema 5.10 — Separacao de misturas de 5.2.1 ¢ 5.2.2

Na entrada 1 da tabela 5.8 é descrita uma reacado na qual foi possivel recuperar a totalidade da
isoguanina 5.2.1.2 presente na mistura, através do recurso a utilizacao de DBU como base e do etanol

como solvente.

Tabela 5.1 - CondicOes experimentais para a separacao de isoguaninas 5.2.1 a partir de

misturas de 5.2.1 + 5.2.2

mmol - n
Entrada R R. RP Condicoes Produto (%)
1 Ar(p)OMe CH: 0,262 EtOH (2,5 mL), DBU (equimolar de  5.2.1.2 100
5.2.2.2),40°C, 6 h
2 Ar(p)OMe Ch.Ph 0,11 ACN (3 mL), DBU (equimolar de  5.2.2.3 0
5.2.2.3), ta, 20 min
3 Ar(p)CN CH; 0,26 DMF (2,0 mL), DBU (equimolar de  5.2.1.6 44

5.2.2.6), 40°C, 18 h

a) misturade 5.2.1.2 e 5.2.2.2 numa proporgéo de 8:2
b) mistura de 5.2.1.7 e 5.2.2.7 numa proporcado de 7:3

Para a isoguanina com Ri= Ar(p)OMe e R.= CH:Ph foi avaliado o mesmo método, assim como alternativas
com recurso a outros solventes e mais equivalentes de DBU, no entanto, o isolamento de 5.2.2.3
mostrou que nao se verificou a formacao do sal e respetiva solubilizacdo. Neste caso, questdes de acidez
das isoguaninas 5.2 condicionaram o isolamento das isoguaninas 5.2.1 pretendidas. No caso da
separacao das isoguaninas 5.2.1.6 e 5.2.2.6 foi necessario utilizar DMF como solvente, o que podera

ter condicionado a recolha do produto e, consequentemente, o rendimento (entrada 3).
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5.3. Caracterizacao das isoguaninas

Para proceder a caracterizacdo das estruturas das isoguaninas preparadas foi necessario, por vezes,

recorrer a misturas, uma vez que nao foi possivel obter de forma isolada algumas das moléculas.

5.3.1 Caracterizacdo das isoguaninas 5.2.1

Para alguns dos compostos nao foi medido o ponto de fusdo porque foram isolados na forma de uma

mistura com a outra purina 5.2.2. Ainda assim, foi possivel validar a composicdo quimica das estruturas

atribuidas através da analise elementar. Os dados obtidos estdo descritos na tabela 5.9.

Tabela 5.9 - Dados fisicos e analiticos para as isoguaninas 5.2.1

Ry
N._N_O
WX
N 'R,

NH,

Valores obtidos (calculados)

Produto R. R. p.f. (°C) Férmula Molecular C; H; N (%)
5.2.1.2 Ar(p)OlVle CH: >305 CuHiN:O. 57,60, 5,06, 25,78
(57,56; 4,83; 25,82)
5.2.1.3 Ar(p)OMe CH.Ph b) CiH»N:0..0,5H.0 64,41; 5,32; 19,31
(64,04; 5,06; 19,66)
5.2.1.4 Ar(p)OlVle CH.CH.OH b) CuHuN:O: 55,48, 4,99, 23,26
(55,81; 5,02; 23,24)
5219  A(JOMe  Ph 294296 C.HLNO. 65,54; 4,40; 20,86
(64,86; 4,54; 21,01)
5.2.1.10 Ar(p)OMe Ar(p)F >300 < CisH1:N:O.F 61,42; 4,17; 19,80
(61,53; 4,02; 19,93)
5.2.1.6 Ar(p)CN CH: >302 e CisH.N:0.0,2H.0 58,13; 4,17; 30,68
(57,86; 3,88; 31,14)
5.2.1.7 Ar(p)CN CH.Ph b) CH1N:0.0,9H.0 63,51; 4,44; 23,40
(63,65; 4,44, 23,44)
5.2.1.8  CHPh CH.Ph b) CoHNO d)
5.2.1.11 CH: CH: b) C/HsN-0 d)
5.2.1.12  CH, CH.Ph b) C.H:N.O d)

a) Ocorre degradacao; b) A amostra corresponde a uma mistura; c) O composto foi isolado puro apds separacdo de uma mistura de 5.2.1 e 5.2.2; d) AE

pendente (aparelho em manutencéo)

Na tabela 5.10 estao registados os dados obtidos por espetroscopia de 'H RMN e por infravermelho. A

analise destes dados permitiu consolidar a proposta de estrutura para as isoguaninas obtidas.
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Tabela 5.10 - Dados de 'H RMN e IV para as isoguaninas 5.2.1 (DMSO-d)

R

N4 N_O
8¢ 1T
NS <
NBNg R,
NH,
Prod. R./R. H-8 NH. R. R. IV (Nujol) (cm*)
5.2.1.2 Ar(p)OMe 8,07 8,16 7,66 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 3,36 (3H, s) 3385 m, 3208, 3120,
CHs (1H, s) (2H, sl) 7,07 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 3052, 1883 f, 1698 i,
3,80 (3H; s; OMe) 16401, 1601 i, 1584 i,
15691, 1513
5.2.1.3 Ar(p)OMe 8,10 8,17 7,68 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 7,40 - 7,20 (5H, m) 3391 f, 32151, 3110 m,
CH:Ph (1H, s) (2H, sl) 7,08 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 5,24 (2H, sl) 3078 m, 1696 m, 1638
3,80 (3H; s; OMe) i, 1603 f, 1562 i, 1513 i
5.2.1.4 Ar(p)OMe 8,07 8,02 7,66 (2H; d; 8,7 Hz, Ho 4,05 (2H; t, 6,0 Hz) a)
CH.CH-OH (1H, s) (<2H,sl) 7,08 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 3,60 (2H; t, 6,0 Hz)
3,80 (3H; s; OMe) 4,90 (1H, sl)
5.2.1.9 Ar(p)OMe 8,11 7,68 (2H; d; 9,0 Hz, Ho 7,53 (2H;t; 7,2 Hz) 3382 f, 3100 m, 1684 i,
Ph (1H, s) 7,09 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 7,46 (1H;t; 7,2 Hz) 1642 i
3,81 (3H; s; OMe) 7,26 (2H; d; 7,2 Hz)
5.2.1.1 Ar(p)OMe 8,11 7,67 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 7,32 - 7,35 (4H, m) 3274 f,3072 m, 1684 i,
0 Ar(p)F (1H, s) 7,09 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 1645, 1572 i
3,81 (3H; s; OMe)
5.2.1.6 Ar(pCN 8,37 8,38 (2H; d; 8,7 Hz;Ho) 3,36 3422 f, 3335 m, 3311
CHs (1H, s) 8,02 (2H; d; 9,0 Hz; Hm)  (3H, s) m, 3274 m, 3215 m,
31181, 2237 m, 2228 i,
16901, 1673, 1657 i,
16331, 1607 i, 1576 i
5.2.1.7 Ar(pCN 8,40 8,43 8,21 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 7,40 - 7,15 (5H, m) 3584 f, 3381 m, 3258
CH:Ph (1H, s) (<2H,s) 8,05 (2H;d; 8,7 Hz, Hm) 5,25 (2H, s) m, 3112 m, 2224 m,
16931, 1639, 1600 i
5.2.1.8 CH:Ph 7,86 8,08 7,25 (bH, m) 7,25 (5H, m) a)
CH:Ph (1H, s) (2H, sl) 5,21 (2H, s) 5,11 (2H, s)
5.2.1.1 CH: 7,67 8,00 3,43 (3H, s) 3,52 (3H, s) a)
1 CHs (1H, s) (2H, sl)
5.2.1.1 CH: 7,71 8,01 3,46 (3H, s) 7,23 (bH, m) a)
2 CH:Ph (1H, s) (2H, sl) 5,22 (2H, s)

a) A amostra corresponde a uma mistura

Na caracterizacao por *H RMN destas estruturas, os sinais atribuidos ao protdo ligado ao anel de

imidazole em C-8 surgem como um singleto a desvios entre § 7,67 e 8,40 ppm. Assim, os sinais deste

protdo apresentam desvios quimicos mais altos do que os sinais identificados para o protdo equivalente
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na estrutura percursora aberta, o que confirma a expectativa de um sistema mais conjugado,
caracteristico de uma estrutura de purina. Verifica-se que nem sempre ha registo dos protdes do grupo
NH: ligado ao anel de purina, mas quando registados, apresentam-se na forma de singletos largos que
integram para dois protdes cujos desvios variam entre § 8,00 e 8,42 ppm.

Os sinais observados para 0s grupos substituintes mantém o padrdo e a reprodutibilidade reconhecida
para estruturas deste tipo. Quando Ri=Ar(p)OMe, o dupleto, correspondente aos dois protdes em posicdo
orto no anel, sofre um desvio para valores entre § 7,66 e 7,68 ppm, quando na estrutura percursora
5.1 apresentam sinais com desvio quimico por volta dos & 7,40 ppm. O mesmo comportamento ¢
observado quando Ri=Ar(p)CN.

Na espetroscopia de infravermelho é possivel identificar sinais relevantes que validam a estrutura
proposta, nomeadamente, sinais relativos ao grupo carbonilo do anel de purina observados entre 1638
e 1693 cm. Sdo também assinalaveis as bandas relativas as ligacdes N-H, observadas por volta dos
3100 - 3400 cm?, assim como bandas caracteristicas do estiramento das ligacdes C-H aromaticas para
as moléculas que tém este tipo de substituintes.

Na tabela 5.11 estao descritos os sinais registados nos espetros de *C RMN que, juntamente com as

técnicas de caracterizacdo de RMN 2D, sustentam as estruturas atribuidas.
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Tabela 5.11 - Dados de =C RMN para as isoguaninas 5.2.1 (DMSO-d) R+

N4N_O
8¢ LT
N5N6 R;

NH,
Prod. R/R. c-8 c-5 c-4 C6 C=0 R. R.
5.2.1.2 Ar(p)OMe 137,66 10859 152,39 15151 154,20 158,04 (Co 29,99
CH 114,37 (Cm)
124,36 (Co)
128,14 (C)
55,46 (OMe)
5.2.1.3 Ar(p)OMe 138,10 108,60 152,80 151,30 154,10 158,40 (CH 126,60 (Cp)
CH.Ph 114,46 (Cm) 127,20 (Cm)
12500 (Cq 128,30 (Co)
128,30 (C) 136,66 (C)
55,48 (OMe) 44,87 (CH)
5.2.1.4 Ar(p)OMe 137,80 108,90 152,60 151,90 154,30 158,30 (Co 59,93
CH.CH.OH 114,46 (Cm) 45,09
125,00 (Co)
128,30 (C)
55,48 (OMe)
5.2.1.9 Ar(p)OMe 138,11 10838 153,61 151,55 154,09 158,16 (Co) 136,25 129,89 128,77:
Ph 114,40 (Cm) 128,02
124,63 (Co)
128,07 (C)
55,47 (OMe)
5.2.1.10 Ar(p)OMe 138,10 108,43 153,61 151,77 154,12 15861 (CH 160,49 (d: 220 Hz) (Cp)
Ar(oF 11441 (Cm) 116,78 (d: 22,88 Hz) (Cm)
124,63 (Co 131,08 (d: 8,85 Hz) (Cd)
128,02 (C) 132,58 (d: 3,15 Hz) (C)
55,47 (OMe)
5.2.1.6 Ar(fCN 136,70 108,80 152,40 151,60 154,10 139,20 (CH 30,20
CH 124,80 (Cm)
122,50 (Co)
108,90 (C)
118,50 (CN)
5.2.1.7 Ar(CN 137,10 109,00 152,80 151,40 154,00 139,10 (CH 126,66 (Cp)
CH.Ph 126,60 (Cm) 127,20 (Cm)
12220 (Co 128,30 (Co)
108,90 (C) 136,30 (C)
118,50 (CN) 45,00 (CH,)
5.2.1.8 CH.Ph a)
CH.Ph
5.2.1.11 CH a)
CH
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Prod. R./R. Cc-8 C-5 C-4 C-6 C=0 R R:

5.2.1.12 CH. a)
CH.Ph

a) A amostra corresponde a uma mistura

Nao foi possivel obter a caracterizacdo completa para as estruturas identificadas como 5.2.1.8,
5.2.1.11 e 5.2.1.12 através deste método, uma vez que estas moléculas foram recolhidas como
misturas dos dois derivados de isoguanina e 0s espetros obtidos apresentaram-se muito complexos. Na
generalidade verifica-se que o carbono C-8 apresenta um sinal tipico para estruturas do tipo purina que
surge entre & 137 e 138 ppm. Registam-se sinais entre § 108 e 109 ppm para o carbono C-5, entre
152 e 153 ppm para o carbono C-4 e por volta de § 151 ppm para C-6. O carbono carbonilico do anel
de purina apresenta sinais entre § 154 e 160 ppm. Estas atribuicdes foram efetuadas tendo como

suporte as correlacdes obtidas através das técnicas 2D (figura 5.2).

"\ N0
NI
RN
N \RZ

N,
4L

Figura 5.2 — Correlacdes registadas em HMBC para as estruturas 5.2.1

A estrutura proposta foi confirmada através da caracterizacdo por raios-X realizada a um cristal obtido
para 5.2.1.6 em que R = Ar(p)CN e R. = CH..

0 tamanho do cristal era de 0,45 x 0,29 x 0,17 mm:® e as imagens de raios-X foram recolhidas a
temperatura de 293 K e com um comprimento de onda de 0,71073 Ao registo dos comprimentos de

ligacdo e dos angulos de ligacao encontra-se na tabela 5.12, assim como os respetivos desvios padréo.
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Tabela 5.12 — Comprimentos (&) e angulos de ligacio (°) de 5.2.1.6

o~

<

2N
<uU

: 45

Z: 29 adl40ls P-1 R = 0.08 RES= 0 3;"(5
C(1)-N(1) 1.482(6) | N(1)-C(1}-H(1A) 1095  N(6)-C(6)}N(1) 122.4(4)
C(1-H(1A) 0.9600 | N(1}-C(1)-H(1B) 1095  N(6)-C(6)}C(5) 122.5(4)
C(1)-H(1B) 0.9600 | H(1A-C(1)-H(1B) 1095  N(1)-C(6)}C(5) 115.1(4)
C(1)-H(1C) 0.9600 | N(1)-C(1)-H(1C) 1095  C(6)}N(6)-H(6A) 120.0
N(1)-C(6) 1.361(5) | H(1A)-C(1}-H(1C) 1095  C(6)}N(6)}H(6B) 120.0
N(1)}-C(2) 1.441(6) | H(1B}C(1)-H(1C) 1095  H(GAMN(BKH(BB) 1200
C(2)}0(2) 1.236(5) | C(6)-N(1)-C(2) 123.04)  C{8)}N(7)-C(5) 104.8(4)
C2)-N(Q3) 1.346(6) | C(6)-N(1)-C(1) 119.04)  N(7)}C(8)-N(©9) 113.1(4)
N(3)-C(4) 1.331(5) | C(2)-N(1)-C(1) 11804)  N(7)}C(8)-H(8) 123.4
C(4)-C(5) 1.371(6) | 0(2-C(2}-N(3) 12324)  N(9)}C(8)-H(8) 123.4
C(5)-C(6) 1.393(6) | 0(2)-C(2)-N(1) 116.1(4) C(4)-N(9)-C(8) 105.4(4)
C(5)-N(7) 1.398(5) | C(4)-N(3)-C(2) 114.5(4)
C(6)-N(6) 1.323(5) | N(3)-C(4}-C(5) 127.9(4)
N(6)-H(6A) 0.8600 | N(3}-C(4)-N(9) 126.9(4)
N(6)-H(6B) 0.8600 | C(5}-C(4)-N(9) 105.1(4)
N(7)-C(8) 1.293(6) | C(4)-C(5)-C(6) 118.8(4)
C(8)-N(9) 1.402(6) | C(4)-C(5)-N(7) 111.5(4)
C8-H(@®) 0.9300 | C(6)}C(5)-N(7) 129.5(4)

Os valores medidos para os comprimentos de ligacdo e para os angulos estdo de acordo com os valores

de referéncia [1]. Os angulos medidos para o substituinte CHs entre C(1), N(1) e os atomos de hidrogénio
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foram de 109,5°, o que confirma a geometria tetraédrica. Entre N(6), C(6) e os atomos de hidrogénio
ligados a N(6) foram obtidos angulos com o valor de 120° que confirmam uma geometria triangular
plana. Para as ligacdes no anel de purina, o valor medido para a ligacdo C(4) — N(3) foi de 1,331 Ae
para a ligacao C(5) - N(6) foi de 1,393 A, sendo que o valor de referéncia para uma ligacdo dupla entre
um carbono sp? e um nitrogénio é de 1,313 A. O valor de referéncia para uma ligacdo simples entre os
dois atomo referidos é de 1,376 A e os valores obtidos para C(2) - N(3), para N(1) - C(2) e para N(1)
— C(6) foram de 1,346 A, 1,441 A e 1,361 A, respetivamente. Os angulos medidos entre as ligacoes
estabelecidas entre estes atomos foram de 114,5° para C(4) - N(3) — C(2), 115,1° para C(5) - C(6) -
N(1), 118,8° para C(4) - C(5) - C(6), 123,0° para C(6) — N(1) — C(2) e 127,9° para C(5) — C(4) — N(3).
No anel de imidazole, o comprimento da ligacdo obtido para C(5) — N(7) é de 1,398 A, sendo uma
ligacao comparavel a C(4) — N(9) e a C(8) — N(9). A ligacao dupla C(8) — N(7) apresenta um comprimento
de ligacdo de 1,293 A. Os angulos medidos entre as ligacoes estabelecidas entre estes atomos foram
de 104,8° para C(8) - N(7) - C(5), 105,1° para C(5) — C(4) - N(9), 105,4° para C(4) - N(9) - C(8),
111,5° para N(7) - C(5) - C(4) e 113,1° para N(7) — C(8) - N(9).

5.3.2. Caracterizacdo das isoguaninas 5.2.2

As estruturas 5.2.2 propostas também foram confirmadas por diferentes métodos de caracterizacao,

tal como descritos na tabela 5.13 e na tabela 5.14.

Tabela 5.13 - Dados fisicos e analiticos para as isoguaninas 5.2.2 R4
NN \[40
&
N . NH
NHR,
o , Valores obtidos (calculados)
Prod. R R. p.f. (°C) Férmula Molecular C; H; N (%)
5.2.2.1 Ar()OMe H >305 » C::HuNs02.0,3H:0 54,94; 4,32: 26,90
(54,87; 4,45; 26,66)
5.2.2.2 Ar()OMe CHs >312 Cu:H1Ns02.0,4H:0 55,95; 4,92; 25,12
(56,07; 4,99; 25,15)
5.2.2.3 Ar()OMe CH.Ph 267 - 269 CusHuNs02.0,5H:0 64,41; 5,32; 19,31
(64,04; 5,06; 19,66)
5.2.2.4 Ar()OMe CH.CH:OH b) CuHisNsOs 55,48; 4,99; 23,26

(55,81; 5,02; 23,24)
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Valores obtidos (calculados)

Prod. R. R: p.f. (°C) Férmula Molecular C; H; N (%)

5.2.2.5 Ar(pCN H >280 2 C:2HsNe0.0,4H:0 55,58; 3,49; 31,85
(55,56; 3,42; 32,39)

5.2.2.6 Ar(pCN CHs b) CH©N:0.0,2H:0 58,13; 4,17; 30,68
(57,86; 3,88; 31,14)
5.2.2.7 Ar(pCN CH:Ph >300 2 C1sH1Ns0.0,9H:0 63,51; 4,44; 23,40
(63,65; 4,44; 23,44)
5.2.2.8 CH.Ph CH:Ph b) CisHuNsO c)
5.2.2.1 CH. CHs b) C:HsN:O c)
1
5.2.2.1 CH. CH:Ph b) CiH:NsO c)
2

a) Ocorre degradacéo; b) A amostra corresponde a uma mistura; c) AE pendente (aparelho em manutencéo).

0 ponto de fusao destas estruturas foi determinado quando os compostos foram isolados na sua forma

pura e foi confirmada a respetiva composicdo por analise elementar.

Tabela 5.14 - Dados de *H RMN e IV para as isoguaninas 5.2.2 (DMSO-df)

Ri
N4 N_O
8¢ | I
N 5\ NH
6
NHR,
NH .
Prod. R./R. H-8 NH R R. IV (Nujol) (cm>)
5.2.2.1 Ar(p)OMe 8,07 10,66 (1H,sl) 7,64 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 7,65 (2H, sl) 3225m, 3106 f, 1725 m,
H (1H, s) 7,07 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 16381, 16101, 1523 i
3,80 (3H; s; OMe)
5.2.2.2 Ar(p)OMe 8,08 10,70 (1H, sl) 7,64 (2H; d; 9,0 Hz, Ho) 2,93 (3H, sl) 32341, 3126 m, 3053 m,
CH- (1H, s) 8,00 (1H,sl) 7,08 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 2733 m, 16811, 1626 i,
3,80 (3H; s; OMe) 1596 i
5.2.2.3 Ar(p)OMe 8,13 8,61 (1H,sl) 7,62 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 7,29 (5H, m) 3389 m, 3090 m, 1686 m,
CH.Ph (1H, s) 10,62 (1H, sl) 7,09 (2H; d; 9,3 Hz, Hm) 4,71 (2H, sl) 1624, 15791, 1557 i,
3,81 (3H; s; OMe) 1523 m, 1511
5.2.2.4 Ar(p)OMe 8,09 9,80-10,80 7,64 (2H; d; 8,7 Hz, Ho) 4,05 (2H; t, 6,0 Hz) a)
CH.CH-OH (1H, s) (1H, sl) 7,07 (2H; d; 9,0 Hz, Hm) 3,60 (2H; t, 6,0 Hz)
3,80 (3H; s; OMe) 4,90 (1H, sl)
5.2.2.5 Ar(pCN 8,38 10,63 8,38 (2H; d; 8,7 Hz; Ho) 7,20 -7.90 3570f, 3372 m, 3102 m,
H (1H, s) (1H, sl) 8,18 (2H; d; 8,7 Hz; Hm) (2H, sl) 2221f, 16751, 1606 i,
1522 i
5.2.2.6 Ar(pCN 8,39 10,88 8,21 (2H; d; 8,7 Hz; Ho) 2,90 (3H, sl) 3407 f, 3241 m, 3113 m,
CH- (1H, s) (1H, sl) 8,02 (2H; d; 8,7 Hz; Hm) 2229 m, 1687 i, 1652 i,

16141, 1597 i, 1544 m »
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Prod. R/R. H-8 NH R. R. IV (Nujol) (cm?)
5.2.2.7 Ar(gCN 8,43 8,43 8,19 (2H; d: 8,7 Hz, Ho) 7,30 (5H, m) 33121, 3247 f, 31301,
CH.Ph (1H, s) (1H, s) 8,04 (2H; d; 8,7 Hz, Hm) 4,71 (2H, sI) 3062 f, 2226 f, 1668 i,

16281, 1612 m, 1597 m

5.2.2.8 CH.Ph 7,88 8,32- 7,25 (5H, m) 7,25 (5H, m) a)
CH.Ph (1H, s) 10,79 521 (2H, s) 4,65 (2H, sl)
(2H, sl)
5.2.2.1 CH. 7,67 10,70 3,43 (3H, s) 2,90 (3H, sl) a)
1 CH: (1H, s) (1H, sl)
5.2.2.1 CH. 771 - 3,50 (3H, sl) 7,23 (5H, m) a)
2 CH:Ph (IH,s) 4,62 (2H, sl)

a) A amostra corresponde a uma mistura.

Os sinais do protédo ligado ao carbono C-8 do anel de imidazole foram registados com valores entre &
7,88 e 8,43 ppm. Este singleto, a integrar para um protdo, é um fator distintivo entre a purina substituida
em N-1 e em N-6, uma vez que, no caso destas purinas 5.2.2, o sinal aparece a um desvio quimico
ligeiramente maior do que para as purinas 5.2.1. Outra das diferencas que se detetam nos espetros de
'H RMN destas purinas, em relacdo as substituidas em N-1, é registada nos desvios quimicos dos
substituintes. Os sinais dos dupletos dos protdes orfo quando Ri=Ar(p)OMe ou Ri=Ar(£)CN encontram-se
a desvios quimicos ligeiramente mais baixos do que aqueles que se registam para as purinas 5.2.1,
assim como para os protdes dos substituintes em R:, quando R.=CH: ou R.=CH.Ph. Nestas purinas 5.2.2
nem todos os protdes sdo observados nos registos dos espetros. Os protdes ligados ao nitrogénio do anel
de purina ou ligados ao nitrogénio da amina incorporada em C-6, nem sempre sdo observados. No
entanto, verifica-se que alguns dos compostos apresentam dois sinais largos bastante desprotegidos e
centrados por volta dos & 8,5 e dos 10,6 ppm, enquanto outros compostos apresentam apenas uma
banda larga entre 6 9,80 e 10,80 ppm ou entre § 8,32 e 10,88 ppm. Nos casos em que sdo observados
dois protdes, o NH mais acidico foi atribuido ao nitrogénio da amina endociclica, devido a conjugacao
com o grupo carbonilo adjacente.

Os sinais observados através da espetroscopia de infravermelho permitem confirmar a presenca de
ligacbes para os intervalos em que habitualmente sao registados.

Na tabela 5.15 observam-se sinais que, quando comparados com os registados para o derivado de
isoguanina 5.1.1, evidenciam uma consisténcia que permite assegurar a validade da atribuicao das

respetivas estruturas.
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Tabela 5.15 - Dados de =C RMN para as isoguaninas 5.2.2 (DMSO-d) R+ AN O
N~
8¢ b
N 5\6NH
NHR,
Prod. Ry/R: c-8 c-5 c4 cC6 C=0 R R.
5.2.2.1 Ar(fOMe 13831 109,63 154,56 152,27 156,74 158,18 (Cp)
H 114,38 (Cm)
124,71 (Co)
128,09 (C)
55,47 (OMe)
5.2.2.2 Ar(fOMe 137,66 108,59 152,39 151,51 154,20 158,04 (Cp) 18,00
CH: 114,43 (Cm)
124,82 (Co)
128,14 (C)
55,46 (OMe)
5.2.2.3 Ar(p)OMe 138,00 108,60 152,80 151,30 154,10 158,11 (Cp) 126,60 (CpH)
CH:Ph 114,46 (Cm) 128,30 (Co)
124,99 (Co) 127,20 (Cm)
128,03 (C) 136,60 (C)
55,45 (OMe) 44,90 (CH.)
5.2.2.4 Ar(p)OMe 138,00 109,30 152,60 151,93 154,30 158,30 (Cp) 59,93 (CH.0)
CH.CH.OH 114,43 (Cm) 58,72 (CH:N)
12491 (Co)
127,99 (C)
55,48 (OMe)
5.2.2.5 Ar(g)CN 137,04 109,91 154,33 149,27 159,58 138,98 (Co
H 122,20 (Cm)
133,22 (Co)
108,93 (C)
118,07 (CN)
5.2.2.6 Ar(g)CN 13890 111,88 152,39 151,62 154,07 136,66 (Co) 29,14
CH: 126,10 (Cm)
134,04 (Co)
111,88 (C)
118,17 (CN)
5.2.2.7 Ar(g)CN 137,07 108,98 152,81 151,39 154,04 139,14 (Cp) 126,55 (Cp)
CH:Ph 122,25 (Cm) 128,31 (Co)
133,60 (Co) 127,17 (Cm)
108,91 (C) 136,33 (C)
118,48 (CN) 45,02 (CH.)
5.2.2.8 CH.Ph a)
CH:Ph
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Prod. R./R. Cc-8 C-5 C-4 C-6 C=0 R R:

5.2.2.11 CH. a)
CH:

5.2.2.12 CH. a)
CH.Ph

a) A amostra corresponde a uma mistura.

Na interpretacdo dos espetros de “C RMN e respetivas correlacdoes de RMN 2D observou-se, para a
maioria dos compostos 5.2.2, um padrdo de sinais semelhante ao que foi registado para as estruturas
5.2.1 para todos os carbonos.

Os compostos identificados como misturas ndo foram caracterizados através deste meio devido a

obtencéo de espetros complexos.

5.3.3 Estudos cinéticos em tubo de RMN

Para estudar os mecanismos envolvidos nas reacées que conduzem a formacao das isoguaninas,
procedeu-se a realizacao de alguns estudos cinéticos em tubo de RMN.
A evolucao da proporcao relativa dos constituintes da mistura reacional foi acompanhada e traduzida em

graficos que permitem fazer uma leitura dos caminhos sintéticos.

5.3.3.1 Reacdo de 5.1.1 em meio neutro

0 imidazole 5.1.1 foi mantido em solucdo de DMSO-d, a 40°C, durante um més em tubo de RMN, e a

evolucdo da reacao foi acompanhada em intervalos de tempo sucessivos (figura 5.3).

/
0]
N NH, -
QO
NH o 40°C, 1 més
5.1.1

Figura 5.3 — Condicdes reacionais do estudo cinético da amidina

acilada 5.1.1 em meio neutro
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A partir dos espetros de '*H RMN, construiu-se o grafico da figura 5.4 no qual estdo descritas as

quantidades relativas dos compostos presentes na mistura reacional ao longo do tempo.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

—e—RP (5.1.1)
—®—[soguanina N-1 (5.2.1.15)

% composto

Isoguanina N-6 (5.2.2.15)

—@— Etanol

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0
tempo (dias)

Figura 5.4 - Evolucao das quantidades relativas, em percentagem, de cada um dos compostos

presentes na evolucao de 5.1.1 em meio neutro e em tubo de RMN

Através da anadlise dos diferentes espetros obtidos, e por comparacdo com os dados de caracterizacéo
de isoguaninas equivalentes, foi possivel perceber que, a medida que o reagente de partida foi sendo
consumido, houve a formacao das duas isoguaninas substituidas em N-1 e N-6. Observa-se também a
formacao de um imidazole intermediario com o grupo etoxicarbonilo migrado para o nitrogénio ligado a
C-5 do anel de imidazole, mas em quantidade residual e ndo quantificavel. Essa quantidade, mesmo que
residual, atinge o seu maximo apos cerca de 4 dias desde o inicio da reacao e comeca a diminuir dois
dias depois até desaparecer totalmente, o que acontece 25 dias apos o inicio da reacdo. A medida que
se formam as purinas, verifica-se a formacdo de etanol. Estes resultados demonstram que, em meio

neutro, a formacao das isoguaninas substituidas em N-6 nao é seletiva.

5.3.3.2 Reacdo de 5.1.3 em meio acido

O efeito do meio acido na sintese das purinas também foi avaliado através do estudo cinético descrito
na figura 5.5. A reacao decorreu a temperatura ambiente e durante treze dias na presenca de acido

trifuoracético (TFA).
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0]
N NH, DMSO-¢ (650 uL)
<\ l TFA (1 eq)
NN N _OCH,CH,
NH 7]/ ta, 13 dias
Hc ' O
5.1.3

Figura 5.5 — Condicdes reacionais do estudo cinético da amidina

acilada 5.1.3 em meio acido

No grafico da figura 5.6 observa-se que o reagente de partida comecou a evoluir e, trés dias apds o inicio

da reacao ja se detetavam sinais correspondentes a quantidades vestigiais de isoguanina N-6, 5.2.2.2.
120
100
80

—e—RP (5.1.3)

% composto
(o))
o

—@— [soguanina N-6 (5.2.2.2)

Etanol

0 \\
10

0 5
tempo (dias)

15

Figura 5.6 - Evolucao das quantidades relativas, em percentagem, de cada um dos compostos na

evolucao de 5.1.3 em meio acido em tubo de RMN

A medida que o tempo de reacdo aumenta é possivel observar, pela leitura do grafico, que o imidazole
inicial da lugar apenas a uma das purinas, a purina 5.2.2.2, tal como nas reac¢des descritas na tabela

5.6 que decorrem em baldo reacional e em meio acido.
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5.3.3.3 Reacdo de 5.1.4 em meio neutro

O intermediario 5.1.4 foi dissolvido em DMSO deuterado e a reacdo decorreu durante vinte e cinco dias

a temperatura de 40°C em tubo de RMN (figura 5.7).

/
(@)
NH
<N | 2 DMSO-d (650 pL)
N\
N /NW/OCHZCHS 40°C, 25 dias
NH o
5.1.4

Figura 5.7 — Condicdes reacionais do estudo cinético da amidina

acilada 5.1.4 em meio neutro

Neste estudo foi possivel acompanhar a formacdo de um imidazole intermediario que parece ser um
percursor das isoguaninas 5.2.1.3 e que permanece em quantidades vestigiais ndo quantificaveis até
pouco mais de 15 dias apos o inicio da reacdo, momento em que a formacao da isoguanina 5.2.1.3
estabiliza. A este intermediario foi atribuida a estrutura 5.2.0.3a com base nos desvios quimicos

observados para os protdes H-2 e OCH. (figura 5.8).

/
0
3,61 0,90
4 OCH,CHs
N N
7,63¢ | O
N NH
HN

Figura 5.8 - Desvios quimicos de *H RMN em ppm

para a estrutura 5.2.0.3a
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Na leitura do grafico da figura 5.9 observa-se uma evolucao esperada do composto de partida em meio neutro,
uma vez que os ensaios realizados em baldo de reacao indicavam a formacao das duas isoguaninas em simultaneo
quando o0 meio nao € acido.

100
90
80
70
o
7 60 —&—RP (5.1.4)
g 50 —e— Int. Migrado (5.2.0.3a)
o
o 40 Isoguanina N-1 (5.2.1.3)
X
30 —@— [soguanina N-6 (5.2.2.3)
20 —0— EtOH
10
0

0.0 5.0 10.0 150 200 25.0 30.0
tempo (dias)

Figura 5.9 - Evolucao das quantidades relativas, em percentagem, de cada um dos compostos na

evolucao de 5.1.4 em meio neutro em tubo de RMN

5.3.4 Proposta mecanistica para a sintese das isoguaninas 5.2.1 ¢ 5.2.2

Neste trabalho foram utilizadas abordagens sintéticas para a obtencao das isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2
que partem da estrutura de imidazole 5.1 ou do reagente de partida 1.2. No esquema 5.11 esta descrita

uma proposta mecanistica para a abordagem que teve como ponto de partida o imidazole 5.1.
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NN R o @ gy N__O
<\N| w <N /l} OCH,CH, scido <\N _ \f
— \
N /N77/OCH20H3 = N—X>NH o N—Xxy - NH
RHN ) NHR, (EtOH) NHR,
5.1 5.2.2

F‘h E\O OCH,CH

<N _ &‘/4 2CH3

\ e ——
NTX N\|::‘2

NH,

5.1c 5.1b

(-EtOH)
Ri
N /N (0]
g
N "R,
NH,

5.2.1
Esquema 5.11 - Proposta mecanistica para a sintese de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2

Propde-se que a formacdo da isoguanina substituida em N-1 aconteca por migracao do grupo acilo do
nitrogénio iminico para o grupo amina de C-5 do anel de imidazole através da estrutura ciclica 5.1a para
dar o intermediario 5.1b (b). A ciclizacao intramolecular por ataque do grupo amino substituido (c) leva
a formacéao do intermediario ciclico 5.1c que evolui diretamente para a isoguanina 5.2.1 com eliminacao
de etanol. O mesmo intermediario ciclico que deu origem a migracdo do grupo acilo (5.1a), se estiver
em meio acido, pode evoluir diretamente para a isoguanina substituida em N-6, 5.2.2, com libertacao
de etanol (a). O estabelecimento de um equilibrio entre os diferentes intermediarios pode levar & obtencao
de uma proporcao fixa de cada uma das isoguaninas que ira depender dos efeitos eletrdnicos dos
substituintes. A adicdo de acido ou um aumento da temperatura vao favorecer o caminho da formacao

de 5.2.2, uma vez que facilitam a eliminacao de etanol a partir do intermediario 5.1a com formacao do
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produto termodinamicamente mais estavel. Esta isoguanina também pode ser formada a partir do
intermediario migrado 5.1b.
Para a conversao das estruturas 5.2.1 em 5.2.2 sugere-se a abordagem mecanistica descrita no

esquema 5.12.

HO

R1 F31 H\O F31 \f

N__NY O acido N /N?O\H N_ _NH

& 4 H,O § Y <\I N

NN + 2 I N "Ry N _
R NH,

R,
NH; NH,
5.2.1 5.2.1a 5.2.1b
HO._CO
R Ry Mg o Ry Y
N__N._O N_ N3 _OH, N_ _NH
N T 0 ) A O
N (+0) N N NH,
NHR, NHR, NHR,
+
5.2.2 5.2.1d 5.2.1c

Esquema 5.12 - Proposta mecanistica para a conversao de isoguaninas 5.2.1 em 5.2.2

Na proposta descrita, a conversao das estruturas 5.2.1 em 5.2.2 ocorre através de um rearranjo de
Dimroth facilitado pela presenca do acido e da agua presentes no meio reacional. Nestas condicdes, por
acao do acido e da agua, ocorre a abertura do anel de seis membros seguida de uma rotacdo da unidade
de amidina e posterior ataque nucleofilico do nitrogénio menos substituido, que permite a ciclizacao

intramolecular, dando origem a isoguanina substituida em N-6 por eliminacdo de agua
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5.4 Conclusoes

A reacado dos Metoxicarbonil imidazoles 1.2 com aminas primarias alifaticas confirmou a suscetibilidade
a atague nucleofilico do carbono iminico ligado a C-4 do anel de imidazole e a identificacdo do
intermediario 5.1 confirmou a incorporacdo da unidade amina e a eliminacdo de HCN. As condicdes
experimentais revelaram-se cruciais para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos na formacao das
isoguaninas, sendo que o meio acido determinou a formacao da isoguanina substituida em N-6. A
possibilidade da conversdo da isoguanina 5.2.1 em 5.2.2 também foi conseguida através do meio
acido e o isolamento da isoguanina substiuida em N-1 pura aconteceu por separacdo das misturas

obtidas.
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5.5 Parte experimental

5.5.1 Sintese de amidinas aciladas 5.1

Procedimento geral

Uma mistura reacional de 1.2 com aminas primarias alifaticas (1,1 a 14,0 eq) foi deixada sob agitacdo
a temperatura ambiente ou a 0°C. Quando, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida
havia sido consumido (10 min a 18 horas) a reacao foi interrompida. O solido amarelo inicial deu lugar
a outro soélido de cor branca que foi filtrado e lavado com etanol e/ou acetonitrilo e éter etilico. O produto

isolado foi identificado como sendo 5.1.

((5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il) (ciclopentilamino) metileno)carbamato de etilo 5.1.1

A uma suspensdo de 1.2.1 (0,12 g 0,38 mmol) em 4’
diclorometano (2 mL) foi adicionada ciclopentilamina

(0,073 mL; 0,74 mmol) e a suspensao deu lugar a uma

NH,
solucdo amarela. A mistura reacional foi deixada sob -
Y _ , , NN _OCH,CH;
agitacao a temperatura ambiente e 10 minutos depois do NH Ef

inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o
reagente de partida havia sido consumido. A solucéo foi
evaporada até se obter um 6leo que foi colocado em banho
de gelo e ao qual se adicionou uma mistura fria de éter
etilico e etanol para promover a precipitacdo de um solido.
0O sélido branco foi filtrado e lavado com a mesma mistura
fria. O produto foi isolado e identificado como sendo 5.1.1

(0,07 g; 0,19 mmol; 50 %).
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(@amino(5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il)metileno)carbamato de etilo 5.1.2

A uma solugdo de 1.2.1 (0,31 g 0,99 mmol) em 4~
diclorometano (4,60 mL) foi adicionada solucdo aquosa de

amoniaco (0,527 mL; 6,97 mmol). A mistura reacional,

N_ NHz
que apresentava duas fases, foi deixada sob agitacao a <\ |
, . ) NN =N _OCH,CH;g
temperatura ambiente e 1 hora e 10 minutos depois do Hol 27/
2

inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o
reagente de partida havia sido consumido. A solucéo foi
evaporada até se obter um solido. O sélido branco foi
filtrado e lavado com etanol e éter etilico. O produto foi
isolado e identificado como sendo 5.1.2 (0,25 g; 0,82
mmol; 83 %).

((5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il) (metilamino) metileno)carbamato de etilo 5.1.3

A uma solucdgo de 1.2.1 (0,33 g 1,05 mmol) em
diclorometano (2 mL) foi adicionada metilamina (1,27 mL; Q

14,7 mmol). A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a

NH,
temperatura ambiente e 10 minutos depois do inicio da QO
NN _OCH,CH;
reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de NH ?Df

H,C
partida havia sido consumido. A solucado foi evaporada até

se obter um sélido. O sélido branco foi filtrado e lavado com
etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e

identificado como sendo 5.1.3 (0,25 g; 0,79 mmol; 75 %).
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((5-amino-1-(4-metoxifenil)-1 Aimidazol-4-il) (benzilamino) metileno)carbamato de etilo 5.1.4

A uma suspensao de 1.2.1 (0,27 g; 0,86 mmol) em etanol O/

(3 mL) foi adicionada benzilamina (0,132 mL; 1,21 mmol). Q

A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura

NH,
ambiente e 20 minutos depois do inicio da reacéo, por TLC, <\ |
o , o N =N. _OCH,CH,
houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido NH ?)7/

consumido. O sélido branco foi filtrado e lavado com etanol,
acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado

como sendo 5.1.4 (0,28 g; 0,71 mmol; 83 %).

((5-amino-1-(4-cianofenil)-1 Aimidazol-4-il) (ciclopentilamino)metileno)carbamato de etilo 5.1.5

A uma suspensdo de 1.2.3 (0,19 g 0,62 mmol) em NC

acetonitrilo (1 mL) foi adicionada ciclopentilamina (0,120 Q

mL; 1,24 mmol) e a suspensdo deu lugar a uma solucao. N_ NH,

A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura <\N | _N___OCH,CH,
ambiente e 30 minutos depois do inicio da reacéo, por TLC, NH Z)f

houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido
consumido. A solucéo foi evaporada até se obter um solido.
0O sdlido branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter
etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo

5.1.5 (0,16 g; 0,44 mmol; 71 %).

((5-amino-1-(4-cianofenil)-1 Aimidazol-4-il) (benzilamino)metileno)carbamato de etilo 5.1.6

A uma suspensao de 1.2.3 (0,29 g; 0,94 mmol) em etanol NG

(2 mL) foi adicionada benzilamina (0,131 mL; 1,88 mmol).

A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura N_ - NHo
ambiente e 18 horas depois do inicio da reacéo, por TLC, <\NI§4NYOCH20H3
houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido NH o

consumido. O solido branco foi filtrado e lavado com etanol
e éter etilico. O produto foi isolado e identificado como

sendo 5.1.6 (0,27 g; 0,69 mmol; 73 %).
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((5-amino-1-metil-1 Aimidazol-4-il) (metilamino)metileno)carbamato de etilo 5.1.7

A uma suspensao de 1.2.5 (0,10 g; 0,45 mmol) em etanol
(1 mL) foi adicionada metilamina (0,559 mL; 6,50 mmol)
e a suspensdo deu lugar a uma solucdo. A mistura
reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente
e 10 minutos depois do inicio da reacao, por TLC, houve
evidéncias de que o reagente de partida havia sido
consumido. A solucao foi evaporada até se obter um solido.
0O sdlido branco foi filtrado e lavado com acetonitrilo e éter
etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo

5.1.7 (0,08 g; 0,36 mmol; 80 %).

HaC
N NH,

QO

N /NW/OCHQCHG,
Hee N O

((5-amino-1-benzil-1 Aimidazol-4-il) (benzilamino)metileno)carbamato de etilo 5.1.8

A uma suspensao de 1.2.4 (0,11 g; 0,37 mmol) em
tetrahidrofurano (1 mL) e em banho de gelo foi adicionada
benzilamina (0,046 mL; 0,42 mmol). Quarenta minutos
depois a suspensdo deu lugar a uma solucdo. A mistura
reacional foi deixada sob agitacdo a 0° C e 2 horas e 30
minutos depois do inicio da reacdo, por TLC, houve
evidéncias de que o reagente de partida havia sido
consumido. A solucao foi colocada no congelador e
precipitou produto. O sélido branco foi filtrado e lavado com
acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado

como sendo 5.1.8 (0,06 g; 0,16 mmol; 43 %).
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5.5.2 Sintese de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2

6-amino-9-(4-metoxifenil)-1 Apurin-2(9 A4-ona 5.2.2.1

Preparou-se uma leve suspenséo de 5.1.2 (0,08 g; 0,51 mmol) -0
em etanol (20 mL) e deu-se inicio ao refluxo. Decorridos 5

minutos a suspensao deu lugar a uma solucao da qual precipitou

N /N\fO
algum solido 5 dias depois. Catorze dias e meio depois, por TLC, \N ~_NH
houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido NH,
consumido. Evaporou-se a mistura reacional até a secura para 5.2.2.1

obter mais sélido e adicionou-se acetonitrilo para a filtracéo. O
solido branco foi lavado com acetonitrilo e éter etilico. O foi
isolado e identificado como sendo 5.2.2.1 (0,06 g; 0,23 mmol;
45 %).

6-amino-9-(4-metoxifenil)-1-metil-1 Apurin-2(9 A)-ona 5.2.1.2 e 9-(4-metoxifenil)-6-
(metilamino)-1 Apurin-2(94)-ona 5.2.2.2

Preparou-se uma leve suspensao de 5.1.3 (0,14 g; 0,44 mmol) O/
em etanol (20 mL) e deu-se inicio ao refluxo. Decorridos 5

minutos a suspensao deu lugar a uma solucao da qual precipitou

N__N_O
algum solido 2 horas e 30 minutos depois. Cinco horas apos o QN:Q/\]’\T\
inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente NH, CH
de partida havia sido consumido. Evaporou-se a mistura 5.2.1.2
reacional até a secura para obter mais soélido e adicionou-se O/

acetonitrilo para a filtracdo. O solido branco que estava em

suspensao foi lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi

isolado e identificado como sendo uma mistura de 5.2.1.2 e <N:EN(\I&O
\ NH
5.2.2.2 numa proporcado de 5:5 (0,10 g; 0,37 mmol; 84 %). NTN
HN\CHS
5.2.2.2
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9-(4-metoxifenil)-6-(metilamino)-1 Apurin-2(9 A-ona 5.2.2.2

A uma suspensao de 5.1.3 (0,10 g; 0,31 mmol) em acetonitrilo O/
(2 mL) foi adicionado &cido ftrifluoracético (0,048 mL; 0,62

mmol) e a suspensao deu lugar a uma solucdo. A mistura

N__N_O
reacional foi deixada sob refluxo e decorridos 10 minutos Q Y
N x_ NH
comecou a precipitar solido. Trinta e cinco minutos apos o inicio HN
“CH
da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de ’
5.2.2.2

partida havia sido consumido. O solido branco que estava em
suspensdo foi filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter
etilico. O produto foi isolado e identificado como sendo 5.2.2.2

(0,07 g; 0,26 mmol; 84 %).

6-amino-1-benzil-9-(4-metoxifenil)-1 Apurin-2(9H4)-ona  5.2.1.3 e  6-(benzilamino)-9-(4-
metoxifenil)-1 Apurin-2(9 A4-ona 5.2.2.3

Preparou-se uma leve suspensao de 5.1.4 (0,15 g; 0,38 mmol) o

em etanol (60 mL) e deu-se inicio ao refluxo. Decorridos 10

minutos a suspensao deu lugar a uma solucao. Trés horas e N /N\?OQ
meia apos o inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que NS N\C
NH, H2
0 reagente de partida havia sido consumido. Evaporou-se a ?
5.2.1.3
mistura reacional até precipitar sélido. O solido branco que
/
estava em suspensao foi filtrado e lavado com éter etilico. O Q
produto foi isolado e identificado como sendo uma mistura de Q
5.2.1.3 ¢ 5.2.2.3 numa proporcao de 8:2 (0,10 g; 0,29 mmol; <\N /N\?O
N x_NH
76 %).
HN\CHz
5.2.2.3
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6-(benzilamino)-9-(4-metoxifenil)-1 Apurin-2(9 A4-ona 5.2.2.3

A uma suspensdao de 5.1.4 (0,10 g 0,25 mmol) em g
dimetilformamida (0,80 mL) foi adicionado acido trifluoracético Q

(0,039 mL; 0,51 mmol) e a suspensao deu lugar a uma solucao. <N /N\I//O
Trinta e cinco minutos apds o inicio da reacao, por TLC, houve NS NH
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. HN\CHz
Evaporou-se a mistura reacional e adicionou-se °agua (10,00mL)

até precipitar sélido. O sélido branco que estava em suspensao 5.2.2.3

foi lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi
isolado e identificado como sendo 5.2.2.3 (0,09 g; 0,25 mmol;
=100 %).

6-amino-1-(2-hidroxietil)-9-(4-metoxifenil)-1 Apurin-2(9 A)-ona 5.2.1.4 e o-((2-
hidroxietil)amino)-9-(4-metoxifenil)-1 Apurin-2(9 A-ona 5.2.2.4

Preparou-se uma leve suspensao de 5.1.9 (0,06 g; 0,17 mmol) o/
em acetonitrilo (20 mL) e deu-se inicio ao refluxo. Decorridos 10 Q

minutos a suspensdo deu lugar a uma solucdo e 6 horas depois

N__N_O
comecou a precipitar solido. Quatro dias e sete horas apos o \ /\ \];\T

N “CH,CH,OH
inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente NH
de partida havia sido consumido. Evaporou-se a mistura 5.2.1.4

reacional para precipitar mais sélido e adicionou-se acetonitrilo O/
para a filtracao. O solido branco que estava em suspensao foi

filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi

. e . N__N_O
isolado e identificado como sendo uma mistura de 5.2.1.4 e < - \f
NTX NH
5.2.2.4 numa proporcao de 5:5 (0,04 g; 0,13 mmol; 77 %). HN
“CH,CH,0H
5.2.2.4
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4-(6-amino-2-oxo-1 Apurin-9(2 A)-il)benzonitrilo 5.2.2.5

Preparou-se uma leve suspensdo de 5.1.10 (0,09 g 0,32 NC
mmol) em etanol (20 mL) e deu-se inicio ao refluxo. Decorridos

30 minutos a suspensao deu lugar a uma solucdo. Catorze dias

N /N\?O
e meio depois, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de <\N «__NH
partida havia sido consumido. Evaporou-se a mistura reacional NH,
até a secura para obter solido e adicionou-se acetonitrilo para a 5.2.2.5

filtracao. O solido bege foi lavado com acetonitrilo e éter etilico.
O foi isolado e identificado como sendo 5.2.2.5 (0,06 g; 0,24
mmol; 75 %).

4-(6-amino-1-metil-2-oxo-1 Apurin-9(2 A-il)benzonitrilo 5.2.1.6 e 4-(6-(metilamino)-2-oxo-1 4
purin-9(2 A-il)benzonitrilo 5.2.2.6

Preparou-se uma suspensao de 5.1.11 (0,13 g; 0,41 mmol) em NC
tetra-hidrofurano (20 mL) e deu-se inicio ao refluxo. Decorridos

10 minutos a suspensao deu lugar a uma solucao e 2 dias depois

N__N_O
comecou a precipitar sélido. Quatro dias e meio ap6s o inicio da <\N :E\(\,]\T
reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida NH, s
havia sido consumido. Evaporou-se a mistura reacional para 5.2.1.6
precipitar mais sélido e adicionou-se acetonitrilo para a filtracao. NC

0 sélido branco que estava em suspensdo foi filtrado e lavado
com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado
como sendo uma mistura de 5.2.1.6 e 5.2.2.6 numa <\N /N\fo
proporcao de 7:3 (0,10 g; 0,38 mmol; 93 %).
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4-(6-amino-1-benzil-2-oxo-1 Apurin-9(2 A-il)benzonitrilo 5.2.1.7 e 4-(6-(benzilamino)-2-oxo-1 A
purin-9(2 A-il)benzonitrilo 5.2.2.7

Preparou-se uma suspensao de 5.1.6 (0,08 g; 0,22 mmol) em NC

tetra-hidrofurano (20 mL) e deu-se inicio ao refluxo. Decorridos

10 minutos a suspensao deu lugar a uma solucao e 4 dias depois <N /N\?O/©
comecou a precipitar solido. Vinte dias apos o inicio da reacao, \N X N\C
por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia N 2
sido consumido. Evaporou-se a mistura reacional para precipitar 5.2.1.7
mais solido e adicionou-se acetonitrilo para a filtracdo. O soélido NG
bege que estava em suspensdo foi filtrado e lavado com Q
acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado <\N /N\(O
como sendo uma mistura de 5.2.1.7 e 5.2.2.7 numa N H\N e
proporgao de 6:4 (0,07 g; 0,20 mmol; 91 %). THe
5.2.2.7
4-(6-(benzilamino)-2-oxo-1H-purin-9(2H)-il)benzonitrilo 5.2.2.7
A uma suspensao de 5.1.6 (0,09 g; 0,23 mmol) em acetonitrilo NC
(I mL) foi adicionado &cido trifluoracético (0,034 mL; 0,44
mmol) e a suspensao deu lugar a uma solucdo. A mistura <N /N\fo
reacional foi deixada sob refluxo e decorridos 20 minutos NS NH
comecou a precipitar sélido. Uma hora apds o inicio da reacao, HN‘CHz
por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia @
sido consumido. O sélido branco que estava em suspensao foi
5.2.2.7

filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi
isolado e identificado como sendo 5.2.2.7 (0,07 g; 0,20 mmol;
87%).
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6-amino-1,9-dibenzil-1 Apurin-2(9A4)-ona 5.2.1.8 e 9-benzil-6-(benzilamino)-1 Apurin-2(9 A)-
ona 5.2.2.8

Preparou-se uma suspensao de 5.1.8 (0,05 g; 0,13 mmol) em Q
etanol (2 mL) e deu-se inicio ao refluxo. Decorridos 5 minutos a HoC
suspensdo deu lugar a uma solucdo e 30 minutos depois <\: /\N\,\TZQ
comecou a precipitar solido. Doze horas apds o inicio da reacao, NH, Hz
por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia 5.2.1.8
sido consumido. O sélido branco que estava em suspensao foi Q
filtrado e lavado com acetonitrilo e éter etilico. O produto foi HoC
isolado e identificado como sendo uma mistura de 5.2.1.8 e <\N /\N\’\T:
5.2.2.8 numa proporcao de 6:4 (0,03 g; 0,09 mmol; 69 %). HN
“CH,
5.2.2.8
6-amino-9-(4-metoxifenil)-1-fenil-1 Apurin-2(9 4-ona 5.2.1.9
A uma suspensao de 1.2.1 (0,17 g; 0,53 mmol) em acetonitrilo g
(2,5 mL) foi adicionada anilina (0,097 mL; 1,06 mmol) e uma Q
gota de acido trifluoracético. A mistura reacional foi deixada sob <N /N\?O
agitacdo a 40°C e dezassete dias depois, por TLC, houve NS N@
evidéncias de que o reagente de partida havia sido consumido. e
5.2.1.9

0 sélido roxo que estava em suspensao foi filtrado e lavado com
acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado

como sendo 5.2.1.9 (0,04 g; 0,12 mmol; 23 %).
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6-amino-1-(4-fluorofenil)-9-(4-metoxifenil)-1 Apurin-2(9 A4-ona 5.2.1.10

A uma suspensido de 1.2.1 (0,23 g 0,74 mmol) em g

tetra-hidrofurano (6 mL) foi adicionada uma solucdo de 4- @

fluoroanilina (0,068 mL; 0,71 mmol) também em tetra- <N /NVO
hidrofurano (2 mL) e uma gota de £butoxido de potassio. A NL&:@\
2
F

mistura reacional foi deixada sob refluxo e decorridos 5 minutos,
a suspensao deu lugar a uma solucdo. Quatro horas depois 5.2.1.10
comecou a precipitar um soélido e 4 dias depois do inicio da
reacao, por TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida
havia sido consumido. O s6lido branco que estava em suspensao
foi filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O
produto foi isolado e identificado como sendo 5.2.1.10 (0,17 g;

0,48 mmol; 65 %).

6-amino-1,9-dimetil-1 Apurin-2(9A)-ona 5.2.1.11 e 9-metil-6-(metilamino)-1 Apurin-2(9 A)-ona
5.2.2.11

A uma suspensao de 1.2.5 (0,13 g; 0,59 mmol) em etanol (1 HsC
N /N\?O
mL) foi adicionada metilamina (0,716 mL; 8,32 mmol) e a <\N¥/N
“CH
suspensdo deu lugar a uma solucdo. Decorridos 10 minutos sob NH, ®
agitacao a temperatura ambiente, por TLC, houve evidéncias de 5.2.1.11
gue o reagente de partida havia sido consumido. Evaporou-se a HsC
N__O
solucao a secura e adicionou-se etanol (20 mL) e deixou-se sob <\N - W:H
N N
refluxo. Apds 6 horas comecou a precipitar solido. Dezasseis HN
“CH
horas e 30 minutos apds o inicio da reacao, por TLC, identificava- 8
5.2.2.11

se apenas uma mancha e interrompeu-se o refluxo. O sélido foi
filtrado e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto
foi isolado e identificado como sendo uma mistura de 5.2.1.11

e 5.2.2.11 numa proporcao de 5:5 (0,08 g; 0,45 mmol; 76 %).
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6-amino-1-benzil-9-metil-1 Apurin-2(94-ona  5.2.1.12 e 6-(benzilamino)-9-metil-1 Apurin-

2(9H)-ona 5.2.2.12

A uma suspensao de 1.2.5 (0,18 g; 0,82 mmol) em etanol (1
mL) foi adicionada benzilamina (0,125 mL; 1,15 mmol) e a
suspensdo deu lugar a uma solucdo. Decorridos 10 minutos sob
agitacao a temperatura ambiente, por TLC, houve evidéncias de
gue o reagente de partida havia sido consumido. Evaporou-se a
solucao a secura e adicionou-se etanol (20 mL) e deixou-se sob
refluxo. Um dia apds o inicio da reacdo, por TLC, identificava-se
apenas uma mancha e interrompeu-se o refluxo. A mistura
reacional foi deixada a temperatura ambiente e precipitou solido.
0 sélido branco que estava em suspensao foi filtrado e lavado
com éter etilico. Da solucao-mae comecou a precipitar mais
sélido. Esta fracao foi filtrada e lavada com éter etilico. O produto
da 1° fracéo foi isolado e identificado como sendo uma mistura
de 5.2.1.12 ¢ 5.2.2.12 numa proporcao de 9:1 e o da 2°
fracdo como sendo 5.2.1.12 (0,17 g; 0,65 mmol; 79 %).

5.5.3 Conversao de isoguaninas 5.2.1 em 5.2.2

9-(4-metoxifenil)-6-(metilamino)-1 Apurin-2(9 A-ona 5.2.2.2

A uma suspensdo de 5.2.1.2 (0,03 g 0,11 mmol) em
dimetilformamida (0,60 mL) foi adicionada uma gota de acido
trifluoracético e deu-se inicio ao refluxo. Uma vez que 1 hora e
45 minutos depois, por TLC, ndo havia indicios de evolucao, foi
adicionado mais acido trifluoracético (0,017 mL; 0,22 mmol).
Trés horas apos o inicio da reacao, por TLC, houve evidéncias
de que o reagente de partida havia sido consumido e
interrompeu-se o refluxo. O solido branco foi filtrado e lavado
com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e

identificado como sendo 5.2.2.2 (0,02 g; 0,08 mmol; 72 %).
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6-(benzilamino)-9-(4-metoxifenil)-1 Apurin-2(9 A4-ona 5.2.2.3

A uma suspensdo de 5.2.1.3 (0,04 g 0,12 mmol) em g
dimetilformamida (0,30 mL) foi adicionado acido trifluoracético @

(0,019 mL; 0,25 mmol). Trés horas apds o inicio da reacao, por <N /N\fo
TLC, houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido NS NH
consumido e interrompeu-se o refluxo. Colocou-se a mistura HN\CHZ
reacional em banho de gelo e com o arrefecimento precipitou

solido. O sdlido branco foi filtrado e lavado com etanol, 5.2.2.3
acetonitrilo e éter etilico. O produto foi isolado e identificado

como sendo 5.2.2.3 (0,02 g; 0,06 mmol; 50 %).
9-(4-metoxifenil)-6-((4-metoxifenil)amino)-1 Apurin-2(9 A-ona 5.2.2.13

A uma suspenséo de 5.2.1.13 (0,10 g; 0,29 mmol) em etanol o

(3 mL) foi adicionado acido trifluoracético (0,046 mL; 0,60 @

mmol) e deu-se inicio ao refluxo. A suspensao inicial solubilizou \N /N\fo
parcialmente e 3 horas depois a quantidade de sélido comecou " ;N "

a aumentar. Uma vez que 10 horas e meia depois, por TLC, n&do \Qo
havia indicios de evolucdo, foi adicionado dimetilformamida 5.2.2.13 |

(1,50 mL) e deixou-se sob refluxo mais 18 horas. Apos este
periodo adicionou-se mais acido trifluoracético (0,046 mL; 0,60
mmol). Quase 1 dias e meio apos o inicio da reacdo, por TLC,
houve evidéncias de que o reagente de partida havia sido
consumido e interrompeu-se o refluxo. O solido branco foi filtrado
e lavado com etanol, acetonitrilo e éter etilico. O produto foi
isolado e identificado como sendo 5.2.2.13 (0,06 g; 0,17
mmol; 59 %).
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5.5.4 Separacao de isoguaninas 5.2.1 e 5.2.2

6-amino-9-(4-metoxifenil)-1-metil-1 Apurin-2(9AH)-ona 5.2.1.2

A uma suspensdo da mistura de 5.2.1.2 e 5.2.2.2 na
proporcao de 8:2 (0,07 g; 0,26 mmol) em etanol (2,50 mL) foi
adicionada uma quantidade equimolar de 5.2.2.2 em DBU
(0,008 mL; 0,05 mmol) e deixou-se a mistura reacional num
banho a 40°C. Seis horas apds o inicio da reacdo, o solido
branco foi filtrado e lavado com etanol e éter etilico. O produto
foi isolado e identificado como sendo 5.2.1.2 (0,06 g; 0,21
mmol; 100 %).

4-(6-amino-1-metil-2-oxo-1 Apurin-9(2 A-il)benzonitrilo 5.2.1.6

A uma suspensdo da mistura de 5.2.1.6 e 5.2.2.6 na
proporcao de 7:3 (0,07 g; 0,26 mmol) em dimetilformamida (2
mL) foi adicionada uma quantidade equimolar de 5.2.2.6 em
DBU (0,012 mL; 0,08 mmol) e deixou-se a mistura reacional
num banho a 40°C. Dezoito horas apds o inicio da reacdo, o
solido branco foi filtrado e lavado com etanol e éter etilico. O
produto foi isolado e identificado como sendo 5.2.1.6 (0,02 g;
0,08 mmol; 44 %).
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6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os caminhos sintéticos explorados tiveram como motor de interesse a possibilidade de obter compostos
com potencial atividade antifungica, para além da possibilidade de desenvolvimento de novos métodos
de sintese e de obtencdo de novos produtos. A semelhanca estrutural com compostos antiflngicos
reportados na literatura foi o primeiro critério utilizado na selecdo para avaliacdo da potencial atividade
biologica. Outros critérios utilizados foram a solubilidade e a estabilidade dos mesmos.

Os compostos que foram testados com interesse na inibicdo do crescimento de fungos filamentosos
foram integrados no meio de cultura e foi analisada a forma como estes influenciaram o crescimento do
fungo. A avaliacéo da atividade antiflingica e os testes aplicados serviram ndo sé o propésito de avaliar
0 interesse bioldgico de algumas das estruturas sintetizadas, mas também o de monitorizar e analisar

0s métodos adotados. Estes compostos serviram como prova de procedimento para futuros trabalhos.
6.1 Metodologia e recursos

A fim de desenvolver este projeto foram usados os recursos biologicos disponiveis na Micoteca da
Universidade do Minho (MUM) e foram utilizadas metodologias analiticas para monitorizar o crescimento
dos fungos (crescimento radial e o0 método da resazurina). A atividade antifungica dos compostos

sintetizados foi avaliada em diferentes concentracoes.

6.1.1. Metodologia

Foram utilizadas duas metodologias distintas para avaliar a atividade antiflingica dos compostos testados.

Inicialmente foi utilizada a medicdo da taxa de crescimento radial. Esta € uma técnica simples e direta

para medir o crescimento dos fungos num meio solido. Com este método mede-se o crescimento da
extensdo das hifas. Este método é adequado quando se pretende comparar taxas de crescimento de
fungos sujeitos a diferentes condicdes, nomeadamente, a presenca de um composto quimico no meio
de cultura.

O protocolo consiste na inoculacdo do meio de crescimento com uma determinada quantidade de
esporos viaveis de fungos. Os meios de cultura sdo incubados e os diametros das colonias sao medidos

ao longo de um determinado periodo de tempo.

188



Com este método nao é possivel quantificar a biomassa, uma vez que a sua densidade é desconhecida,
ou se acontece crescimento perpendicular ao substrato, no entanto, para o propdsito deste estudo de
triagem de compostos com potencial atividade bioldgica, este constituiu-se como um processo adequado
e pertinente [1].

A outra técnica utilizada foi o teste da resazurina. Este teste acontece em meio liquido e é baseado na

evolucdo da cor do corante quando se verifica reacdo de oxidacdo-reducdo durante o periodo de
incubacao e realiza-se recorrendo a leituras triplas de absorvancia em intervalos de tempo regulares até
gue o crescimento do fungo inviabilize a leitura. Este € um método rapido e simples apesar de nado ser
especifico para fungos, uma vez que sera detetada qualquer atividade metabdlica [2].

A detecao e quantificacdo de uma populacao de fungos ndo é trivial e a escolha destes dois métodos,
entre muitos outros, prendeu-se com a necessidade de combinar diferentes circunstancias,
nomeadamente, a fraca solubilidade dos compostos utilizados em agua, o que fez com que fosse
necessario recorrer ao DMSO para a dissolucdo do solido, assim como a necessidade de utilizar um
método que garantisse a estabilidade do composto testado. Estes dois métodos surgem na sequéncia
de diferentes avaliacoes preliminares e do conhecimento existente no grupo de investigacdo na avaliacao
de compostos similares [3].

As analises estatisticas foram realizadas com Stafistic Package for Social Sciences (SPSS), versao 25.0.

Os valores médios foram comparados pela analise de variancia unidirecional através do teste de Duncan.

6.1.2. Material bioldgico

A espécie Aspergillus parasiticus utilizada, e que pertence a colecdo da Micoteca da Universidade do
Minho (MUM), esta bem estudada, assim como o seu perfil micotoxigénico e alguns dos genes mais
relevantes sequenciados. Nos ensaios efetuados ao longo desta tese foi estudada a estirpe Aspergillus

parasiticus MUM 92.02.

Ensaios /in vitro

A atividade antifungica de alguns dos compostos sintetizados foi avaliada em diferentes concentraces
em meio solido e em meio liquido.
A espécie utilizada primeiro cresceu em MEA (formula Blakeslee) durante 7 dias a 25°C e no escuro. As

suspensdes de esporos usadas foram preparadas em 1 mL de agua peptonada (2 g de peptona, 200
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mL de H.O destilada e 1 % de Tween 80) com uma concentracdo ajustada a cerca de 2,5x10¢
esporos/mL, recorrendo a contagem com uma camara de NeuBauer.

Em meio solido recorreu-se a solubilizacdo do potencial agente antifingico no meio no qual cresce o
fungo. Para isso foram utilizados dois meios distintos, o meio YES (2% de extrato de levedura Difco, 15%
de sacarose, com ou sem 2% de agar) e o meio PDA (39 g de PDA em p6 — 20 g de dextrose, 15 g de
agar e 4 g de extrato de batata - por litro de agua destilada). Os compostos testados foram dissolvidos
em DMSO e adicionados de forma assética ao meio de cultura autoclavado, antes de ser distribuido em
caixas de Petri (10 e 20 mL).

Cada uma das caixas foi inoculada no centro com cerca de 10 pL de suspenséo de esporos e incubada
a 25°C e no escuro. Todos os ensaios foram feitos em triplicado e procedeu-se ao registo diario do
didametro da coldnia [3].

Nos ensaios que decorreram em meio liquido aplicou-se o teste da resazurina em placas de 96 pocos
aos quais foram adicionados 220 pL de meio YES, 10 uL de solugéo stock de resazurina (0.02 g em
100 mL de agua destilada estéril e filtrada com filtro 0,2 wm para um frasco estéril na cadmara ou a
chama), 10 pL de solugédo de esporos e 2,4 uL de solu¢ao do potencial agente antifungico em DMSO
de forma assética. As placas foram incubadas numa sala a temperatura controlada e foram efetuadas

medicdes de absorvancia, apos agitar a placa, em periodos de tempo regulares.

6.2 Testes de atividade antifiingica

Inicialmente foram realizados testes preliminares de avaliacdo do método através da avaliacdo de
atividade antifungica de compostos reportados na literatura, nomeadamente, do acido cafeico e do acido
galhico (Sigma). Uma vez que os compostos testados s@o muito soltiveis em DMSO também foi avaliada
a atividade antifuingica deste composto para diferentes proporcdes relativas no meio. Apos estes testes
iniciais foram aplicadas as técnicas adaptadas as circunstancias dos novos compostos sintetizados e

selecionados para avaliacao biologica.

6.2.1. Testes em meio solido — taxa de crescimento radial

Os testes em meio sélido decorreram com recurso a dissolucdo do composto no meio de cultura do

fungo para posterior medida da taxa de crescimento do mesmo. Foram realizados testes em placas de

190



9 cm e de 6 cm. Apos a realizacao de ensaios em placas grandes, foi possivel perceber que as placas
pequenas seriam suficientes e, dessa forma, se poderia diminuir o consumo de reagentes e meio.
Todas as medidas do diametro da colonia sao a média do diametro medido nas duas direcées e em

triplicado e com grupos de controlo sem inoculacao do meio de cultura.

6.2.1.1 DMSO

O primeiro composto cuja atividade antifungica foi avaliada foi o solvente utilizado para dissolver os

compostos solidos sintetizados, o dimetilsulfoxido.

Tabela 6.1 - Estrutura do DMSO, concentracédo e meio de cultura utilizados na avaliacdo antifiingica

)

Estrutura ~S<

Dimetilsulfoxido

Concentragoes | 05%/10% 1,5%/20%

Meio de cultura PDA

Na figura 6.1 apresenta-se o grafico que relaciona a inibicdo de crescimento verificada para cada uma
das concentracdes de DMSO testadas ao longo dos dias, normalizado pelo crescimento do fungo apenas

no meio de cultura utilizado nos ensaios.
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Figura 6.1 - Inibicdo do crescimento do fungo em funcdo do tempo e da concentracao de DMSO

Esta comparacao foi efetuada para avaliar o efeito de diferentes proporcdes de DMSO no meio, uma vez
que este € o solvente de eleicao para solubilizar os compostos a testar, mas tem também ele préprio um
efeito inibidor do crescimento do fungo. Comparando as quatro proporcdes propostas foi possivel
perceber que a tendéncia no efeito inibidor ¢ igual para todas e assim foi dado continuidade aos restantes
ensaios com a proporcdo de 1%, uma vez que ja tinha sido utilizada em trabalho anterior no grupo de

investigacao [3].

6.2.1.2 Acido cafeico e acido galhico

De seguida foi avaliada a atividade biolégica na acao antifungica de dois compostos reconhecidos como

inibidores do crescimento de fungos, o acido cafeico e o acido galhico.
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Tabela 6.2 - Estrutura do acido cafeico e do acido galhico, concentracao e meio de cultura utilizados

na avaliacao antifungica

HO it 9
H
Estruturas ° HO X OH
HO HO
OH
Acido cafeico Acido galhico

Concentracodes 10/ 30/ 50 mM
Meio de cultura PDA

Acido cafeico e acido galhico 10 mM

A evolucdo do crescimento do fungo ao longo dos dias foi comparada para estes dois compostos, assim

como comparada com a presenca de 1% de DMSO, proporcao utilizada deste solvente para dissolver o

composto solido em todos os ensaios, e registada na figura 6.2.
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. ° - [ 3
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tempo (horas)

®DMSO 1% @CAF 10 mM GAL 10 mM

Figura 6.2 - Inibicdo do crescimento do fungo em funcdo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

acido cafeico 10 mM e &cido galhico 10 mM dissolvidos em 1% de DMSO

A acdo inibitdria da presenca de 1% de DMSO é mais relevante do que a acao inibitéria do acido galhico

10 mM, mesmo assim, procedeu-se a avaliacao da atividade deste composto para concentracdes mais
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elevadas. Os mesmos ensaios foram levados a cabo para o acido cafeico que mostrou um efeito mais

relevante do que o solvente DMSO para a concentracdo de 10 mM.

Acido cafeico 30 / 50 mM

Os resultados obtidos para a concentracdo de 10 mM fizeram considerar a possibilidade de avaliar a

atividade antifungica destes acidos para concentracdes mais elevadas, 30 e 50 mM (figura 6.3).
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®DMSO 1% @CAF 30 mM CAF 50 mM

Figura 6.3 - Inibicdo do crescimento do fungo em funcdo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

acido cafeico 30 mM e 50 mM dissolvido em 1% de DMSO

Para estes valores de concentracao de acido cafeico, o efeito inibidor do crescimento do fungo é maior
guando comparado com o efeito inibidor da presenca de 1% de DMSO no meio de cultura. Esta diferenca
observa-se para as duas concentracoes testadas e durante todo o periodo de incubacao.

A leitura do crescimento do diametro da coldnia do fungo em funcao do tempo da figura 6.4 permite
concluir o mesmo que as analises anteriores, confirmando o efeito inibidor do acido cafeico, com uma

ligeira diferenca de acéo para as duas concentracdes avaliadas.
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Figura 6.4 - Crescimento do fungo em funcédo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de acido

cafeico 30 mM e 50 mM dissolvido em 1% de DMSO

Através das medidas diretas de didametro da colonia é possivel analisar e recolher outras informacoes,
nomeadamente, o instante a partir do qual as células se comecam a reproduzir. No periodo inicial, /ag
phase, as células presentes no meio de cultura estdo a adaptar-se ao meio de cultura, mas nao
aumentam em numero. A partir do instante denominado por /ag fime, o crescimento passa a ser
exponencial.
Considerando que:

log Negiyias = ¢ d

em que /Vé o numero de células, ¢ é uma constante e d¢é o diametro da colonia

podemos tracar o grafico do diametro médio em funcao do tempo para o intervalo de tempo em que
acontece o crescimento exponencial. Através de um ajuste linear com o método dos minimos quadrados
a funcao descrita pelo grafico dlt), determina-se o instante /ag time, a partir do qual as células se
comecam a reproduzir quando d = O (com recurso ao sistema operativo £xcel).

Para o acido cafeico, e comparando com os ensaios de controlo em PDA e com 1% de DMSO no meio

de cultura, determinou-se o /ag fime apresentado na tabela 6.3.
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Tabela 6.3 — Determinacao do /ag fime para PDA, DMSO 1% e acido cafeico 30 mM e 50 mM

dissolvidos em 1% de DMSO (R: > 0,996)

Composto

Lag time, d =0 (h)

Desvio padrao

PDA

4,25

5,67

6,18

Média

5,36

0,81

DMSO 1%

3,27

3,00

2,72

Média

2,99

022

CAF 30 mM + DMSO 1%

11,10

13,64

6,60

Média

10,45

2,91

CAF 50 mM + DMSO 1%

2,47

6,61

2,47

Média

3,85

1,96

A analise dos valores calculados permite observar um aumento do periodo durante o qual as células ndo
se dividem quando o acido cafeico a 30 mM se encontra dissolvido no meio. Aparentemente, um

aumento na concentracdo do acido presente no meio nao influencia a duracéo do /ag time. Este resultado

menos consistente com o expectavel pode estar relacionado com o fator solubilidade.

Acido galhico 30 / 50 mM

Na figura 6.5 é possivel analisar a influéncia da presenca do acido galhico no meio de cultura e

verifica-se que nao tem um efeito mais inibidor do crescimento do fungo do que o solvente na proporcéo

de 1%.

196




1.0
0.9
0.8

@ |80

=07 s =
& 0.6
~0.5
S 04
T 03
0.2
0.1

0.0
0 50 100 150 200

tempo (horas)

®DMSO 1% @GAL 30 mM GAL 50 mM

Figura 6.5 - Inibicdo do crescimento do fungo em funcdo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

acido galhico 30 mM e 50 mM dissolvido em 1% de DMSO

Na leitura da figura 6.6 também se observa que o efeito do acido galhico na inibicao do crescimento do

fungo ndo é mais relevante do que o efeito do solvente DMSO.
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Figura 6.6 - Crescimento do fungo em funcédo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de acido

galhico 30 mM e 50 mM dissolvido em 1% de DMSO
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A determinacao do /ag time nao se revelou com interesse na avaliacdo da atividade bioldgica deste

composto, nestas condicdes.

Observacoes

Estes ensaios preliminares tiveram como principal proposito validar procedimentos e métodos de carater
experimental para que fosse possivel uma otimizacdo dos resultados a obter. Também constituiram
forma de validar os tratamentos dos resultados e de os analisar cuidadosamente para que se pudessem
retirar as conclusdes mais relevantes.

Com estes testes foi possivel perceber algumas dificuldades que ja se antecipavam, nomeadamente, a
solubilizacdo dos compostos em DMSO. Este é o solvente de preferéncia para os compostos que foram
sintetizados, ainda assim, a proporcdo em que é possivel utilizar sem que o seu efeito isolado seja mais
evidente do que o do préprio composto sintetizado, faz com que, por vezes, se verifique apenas uma
solubilizacdo parcial dos compostos. Outra dificuldade, ainda relacionada com a solubilizacdo dos
compostos no meio de cultura, prende-se com o facto da solubilidade ser comprometida quando se
adiciona a solucdo do composto ao meio de cultura que contém agua, solvente no qual este tipo de
estruturas é pouco soluvel.

Outro condicionamento que estes ensaios permitiram observar, foi o facto da solucdo do composto ser
adicionada ao meio de cultura quando este ainda esta um pouco quente, uma vez que foi autoclavado e
o arrefecimento nao pode ser tal que este solidifique antes de ser vertido para as placas. Esta temperatura
ligeiramente elevada pode até contribuir para um aumento da solubilidade, mas pode também contribuir
para a alteracao da estabilidade quimica do composto, que pode evoluir ou até reagir com algum produto
presente no meio. Assim, a utilizacdo deste método em meio sélido requer uma observacdo cuidada
para que se possa anotar qualquer tipo de alteracdo das solucdes e dos meios de cultura preparados e
exige que o processo de dissolucdo da solucado do composto no meio de cultura seja o mais rapido
possivel para evitar alteracdes quimicas do meio.

Nos restantes testes realizados em meio solido foram tidas em consideracdo estas observacdes iniciais

e foi repetido o tratamento de resultados adotado nesta seccéo.
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6.2.1.3 Imidazolil triazoles 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3 ¢ 3.1.5

Os imidazolil triazoles indicados foram submetidos a avaliacdo de potencial atividade biologica em trés

concentracdes diferentes.

Tabela 6.4 - Estrutura dos imidazolil triazoles 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3 e 3.1.5, concentracdo e meio de

cultura utilizados na avaliacdo antifungica

O/ O/ O/ O/
9 v
Estruturas N NH2 N N2 N N NN
& <\Nl . < <\Nr
E@ 3@ jﬁ@ E@
o) o o) o]
3.1.1 3.1.2 3.1.3 3.1.5
Concentracoes 50/ 100 / 200 puM
Meio de cultura PDA

0 estudo comparado destas quatro estruturas surge no sentido de perceber o efeito do substituinte em
N-2 do anel de triazole. As moléculas foram obtidas pela incorporacdo de diferentes hidrazinas
aromaticas, mantendo a restante estrutura fixa.

Na analise do didmetro ocupado pelo fungo normalizado pelo diametro ocupado pelo fungo quando
cresce em ambiente isento de DMSO e dos compostos quimicos a testar, percebe-se que nenhuma
destas quatro moléculas tem um efeito significativo na inibicdo do crescimento do fungo quando

comparado com o efeito do solvente isolado (figuras 6.7 a 6.10).
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Figura 6.7 - Inibicdo do crescimento do fungo em funcdo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

3.1.1 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Figura 6.8 - Inibicdo do crescimento do fungo em funcdo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

3.1.2 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Figura 6.10 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

3.1.5 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Nos quatro compostos testados neste ensaio verifica-se pela leitura dos graficos que a acao inibitéria do
crescimento do solvente DMSO &, quase sempre, tdo ou mais eficiente a travar o crescimento do fungo
do que os imidazolil triazoles.

Retira-se a mesma conclusdo na analise dos graficos de aumento do diametro médio da colénia ao longo
do tempo, isto &, a acao inibitoria de crescimento do fungo dos compostos avaliados no se destaca da

acao inibitoria do solvente DMSO (figuras 6.11 a 6.14).
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Figura 6.11 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 3.1.1 50
mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Figura 6.13 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 3.1.3 50
mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Figura 6.14 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 3.1.5 50

mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

Apesar da analise aos resultados em termos de crescimento nao permitir avancar com nenhuma

possibilidade de interesse bioldgico como antifungico nestes quatro compostos, a determinacdo da

duracado da /ag phase pode fornecer novas informacoes e diferentes das anteriores. Na tabela 6.5

encontram-se os registos para o instante em que se inicia o crescimento exponencial do fungo para todas

as situacoes testadas.

Tabela 6.5 - Determinacao do /ag fime para PDA, DMSO 1%, 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3¢ 3.1.5
dissolvidos em 1% de DMSO (R: > 0,993)

Composto Lag time, d =0 (h) Composto Lag time, d =0 (h)
PDA 7,36 + 0,63 DMSO 1% 5,14 + 0,90
50 mm 3,45+194 50 mm 6,92 + 1,44
3.1.1 100 mm 6,73 + 1,66 3.1.3 100 mm 3,22 + 0,58
200 mm 6,28 + 0,04 200 mm 6,28 + 1,56
50 mm 3,14+ 1,46 50 mm 4,73 +0,63
3.1.2 100 mm 3,61 +0,56 3.1.5 100 mm 3,06 +1,19
200 mm 516 + 1,01 200 mm 6,79 + 0,48

204




A partir da analise dos valores indicados na tabela 6.5 confirma-se que estes compostos nao apresentam

interesse como potenciais antifungicos.

Discussao

Estas estruturas nao sao particularmente relevantes na sua acdo como potenciais compostos
antifungicos. No entanto, é necessario salientar que foi observada uma ligeira precipitacdo da solucao
do composto 3.1.5 para as duas concentracées mais elevadas quando estas foram adicionadas ao meio
de cultura. E de prever que se esta precipitacdo parcial nao tivesse acontecido os efeitos inibidores desta

molécula pudessem ser mais significativos.

6.2.1.4 Amidina 1.0.3 e imidazolil triazole 3.1.4

No seguimento do ensaio anterior foi avaliada a presenca de um substituinte aromatico no anel de triazole
através do composto 3.1.4 e foi ainda avaliada a potencial atividade biologica de uma estrutura nao

ciclizada, a amidina 1.0.3.

Tabela 6.6 - Estrutura da amidina 1.0.3 e do imidazolil triazole 3.1.4, concentracao e meio de

cultura utilizados na avaliacdo antifungica

CN o/

Estruturas H _NH NH;

T | S
I O

1.0.3 3.14

Concentracoes 50/ 100 / 200 uM

Meio de cultura YES

Estes ensaios decorreram em placa de 10 mL e com meio de cultura YES, uma vez que, neste meio, o
crescimento do fungo é mais lento e permite a utilizacdo de menos recursos quimicos e biolégicos com

a utilizacao de placas mais pequenas.
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Nos graficos das figuras 6.15 e 6.16 observa-se um efeito inibidor do crescimento do fungo para a

estrutura aberta 1.0.3 e 3.1.4 quando estao presentes nas concentracdes mais elevadas.
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Figura 6.15 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

1.0.3 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Figura 6.16 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

3.1.4 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Na solucdo com concentracdo de 200 mM do imidazolil triazole 3.1.4 precipitou um pouco de solido
quando a solucao foi adicionada ao meio de cultura, o que faz ponderar a possibilidade do efeito deste
composto ser ainda superior ao registado. No caso deste composto observa-se que apenas o0s ensaios
que decorreram com a concentracdo mais elevada mostraram um efeito inibidor do crescimento mais
eficiente do que o do solvente sem composto dissolvido.

A partir da analise da evolucao do diametro médio ao longo do periodo de incubacao confirmam-se que
0s ensaios que decorrem na presenca da amidina em concentracdes de 100 uM e de 200 M mostram
medidas de diametros médios das colonias menores quando comparadas com o crescimento apenas

em meio de cultura ou na presenca do solvente DMSO (figura 6.17).
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Figura 6.17 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 1.0.3 50
mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

Como se observa na figura 6.18, também para a estrutura 3.1.4 é validada a hipdtese do composto

apresentar atividade antifungica quando esta presente no meio com uma concentracdo de 200 uM.
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Figura 6.18 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 3.1.4 50
mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

Na figura 6.19 estdo retratados os resultados da analise da variancia unidirecional. A acéo inibitoria do
composto 1.0.2 apresenta diferencas significativas nas duas concentracdes mais elevadas (*). Para a
concentracdo de 50 mM observa-se, a partir do quarto dia de incubacdo, um crescimento da coldnia
maior do que para 0 ensaio que decorre apenas na presenca de solvente. Nao se encontraram diferencas
significativas na analise da variancia entre os ensaios realizados apenas com o solvente e na presenca

da solugdo menos concentrada do composto.

4.50
4.00
3.50
3.00

*
*
*

o 2.50 L
2 2.00
« 1.50

1.00 III

0.50 II I

0.00 II

24 48 72 96 120 144

tempo (horas)

etro (cm)

d

mDMSO1% ®1.0350mM ®™1.03100mM m1.0.3200mM

Figura 6.19 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

1.0.3 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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No caso do composto 3.1.4, figura 6.20, apenas ndo se registam diferencas significativas entre os
valores dos diametros medidos no terceiro dia de incubacéo. Para os restantes instantes nos quais foram
medidos os diametros encontram-se diferencas significativas entre os resultados obtidos para as
concentracdes utilizadas nos ensaios, havendo particular interesse nos ensaios que decorreram para
concentracdes mais elevadas (*). Também nesta figura se observa que a precipitacdo de composto na
preparacao da solucdo mais concentrada pode ter condicionado os resultados registados e assim nao se
observar um efeito inibitério do crescimento ainda mais significativo. Nesta analise verifica-se que nos
ensaios da solucao de concentracdo 50 mM e 100 mm ha, a partir do quarto dia, um crescimento mais
acentuado do que nos ensaios que decorrem apenas com DMSO. Neste caso encontram-se diferencas
significativas entre os diametros medidos nestes ensaios, o que leva a uma reflexdo sobre uma aparente
inversao do efeito da presenca do composto que pode estar relacionada com processos que afetam a

via metabolica de crescimento do fungo.
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Figura 6.20 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

3.1.4 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

Na determinacao do /ag fime conclui-se que para as concentracdes mais elevadas os dois compostos

apresentam uma acao maior do que a do solvente no aumento da /ag phase, como se 1é na tabela 6.7.
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Tabela 6.7 - Determinacao do /ag time para YES, DMSO 1%, 1.0.3 e 3.1.4 dissolvidos em 1% de
DMSO (Re > 0,993)

Composto Lag time, d =0 (h)
YES 19,25 + 4,99
DMSO 1% 19,05 + 0,00
50 mm 24,15 + 3,85
1.0.3 | 100 mm 20,90 + 1,51
200 mm 23,77 + 2,38
50 mm 23,34 + 3,58
3.1.4 100 mm 27,33 +6,59
200 mm 29,33 + 3,55

Discussao

A amidina 1.0.3, uma estrutura nao ciclizada, constitui foco de interesse para estudos posteriores na
avaliacdo como potencial antifungico, assim como a estrutura 3.1.4, que apresenta bons resultados e
mais promissores do que os observados para as estruturas similares no ensaio anterior (ver seccao
6.2.1.3). Assim sendo, propde-se que o substituinte R. = Ph no imidazolil triazole tenha relevancia ao

potenciar este tipo de estruturas heterociclicas como compostos antifingicos.

6.2.1.5 Imidazolil triazole 2.1.1.2 e derivados de isoguaninas 5.2.2.2 ¢ 5.2.2.3

Neste ensaio observou-se o efeito do imidazolil triazole substituido no anel de imidazole por Ar(g)F e do

efeito da incorporacao das aminas no anel de purina das isoguaninas 5.2.2.2 e 5.2.2.3 (tabela 6.8).
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Tabela 6.8 - Estrutura do imidazolil triazole 2.1.1.2 e derivados de isoguaninas 5.2.2.2 e 5.2.2.3,

concentracdo e meio de cultura utilizados na avaliacdo antifingica

F O/ o
e NN .y
Estruturas N N <\N x-NH " HN
“CH
HN\% HN\CH3 2
2.1.1.2 5.2.2.2 5.2.23
Concentracoes 50/ 100 / 200 uM
Meio de cultura PDA

A partir da leitura da figura 6.21 percebe-se que, com excecao de um primeiro momento, 0 DMSO acaba

por ter um efeito mais significativo na inibicao do crescimento do fungo do que o composto testado para

as diferentes concentracdes.
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®DMSO1% @2.1.1.250mM 21.12100mM @2.1.1.2200mM

Figura 6.21 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

2.1.1.2 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Uma situacdo parecida é observada para o derivado de isoguanina 5.2.2.2 (figura 6.22) que apenas
mostra uma acao ligeiramente mais eficiente na reducao do crescimento do fungo em relacdo ao meio
com o solvente no final do periodo de incubacao, sendo que esta ligeira diferenca se encontra dentro da

barra de erros e, por isso, pode nado ser efetiva.
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Figura 6.22 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

5.2.2.2 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

A mesma situacdo repete-se para o outro composto testado, 5.2.2.3, como se pode analisar na figura
6.23. Neste caso, 0s ensaios preparados para a concentracdo de 50 uM ndo estao registados porque
houve contaminacao de algumas das placas. No entanto, os ensaios nao foram repetidos, uma vez que
0s resultados obtidos para as concentracdes mais elevadas nao justificaram a necessidade de perceber

0 que aconteceria para a concentracdo mais baixa.
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Figura 6.23 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

5.2.2.3 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

A analise a evolucdo do didmetro médio ao longo dos oito dias de incubacao também evidencia que
nenhum destes compostos apresenta um efeito de inibicdo do crescimento do fungo mais relevante do

que o solvente utilizado (figura 6.24 a 6.26).
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Figura 6.24 - Crescimento do fungo em funcdo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 2.1.1.2
50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Figura 6.26 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 5.2.2.3
100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Nenhum dos compostos revelou uma acao antifungica mais eficaz do que a do solvente DMSO, por isso,
a analise da variancia unidirecional ndo é importante, uma vez que estes nao sao resultados satisfatorios
e que sejam indicadores de estudos futuros.

Na determinacao do instante em que as células se comecam a reproduzir percebe-se que nenhum dos

compostos apresenta um efeito que altere a duracdo da /ag phase (tabela 6.9).

Tabela 6.9 - Determinacao do /ag time para PDA, DMSO 1%, 2.1.1.2,5.2.2.2 ¢ 5.2.2.3
dissolvidos em 1% de DMSO (R: > 0,992)

Composto Lag time, d =0 (h)
PDA 5,70+ 1,20
DMSO 1% 5,78 + 0,55
50 mm 6,55 + 0,21
2.1.1.2 100 mm 6,40 + 0,00
200 mm 4,05 + 0,59
50 mm 493 +0,68
5.2.2.2 100 mm 5,00 + 0,90
200 mm 4,82 +1,52
100 mm 514 +1,82
5.2.2.3
200 mm 7,03 £ 1,27

Discussao

Nenhuma destas estruturas parece apresentar possibilidades de utilizacao como inibidores do
crescimento de fungos desta estirpe. Os resultados sdo pouco animadores quando se compara a acao
do solvente isolado, uma vez que este apresenta efeitos parecidos ou melhores do que os registados na
presenca dos compostos quimicos sintetizados.

As estruturas de purina testadas nao constituem ponto de partida para a avaliacdo do potencial

antifungico desta familia de compostos.
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6.2.1.6 Imidazole 1.1.2 e oxadiazole 2.1.3.2

Dando continuidade ao estudo da potencial atividade antifungica dos compostos sintetizados, foi avaliada

a acdo de um imidazole e de um oxadiazole que tém em comum o substituinte R: = Ar(p)F.

Tabela 6.10 - Estrutura do imidazole 1.1.2 e do oxadiazole 2.1.3.2, concentracdo e meio de cultura

utilizados na avaliacdo antifungica

F

iF 2 (
NH
N NH, <N | 2
Estruturas <\ , \N N
N NH

J e
)

1.1.2 2.1.3.2

Concentracoes 50/ 100 / 200 uM

Meio de cultura YES

Na figura 6.27 observa-se um efeito significativo na reducdo do crescimento do fungo quando no meio
de cultura se encontra solubilizado o imidazole 1.1.2, sobretudo para o valor de concentracdo mais

elevado.
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Figura 6.27 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

1.1.2 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

No caso do imidazolil triazole 2.1.3.2, figura 6.28, nao se observam diferencas significativas entre o

efeito do composto e o efeito do solvente.
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Figura 6.28 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

2.1.3.2 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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As mesmas conclusdes sao reforcadas quando se analisam as figuras 6.29 e 6.30, nos quais se pode

ler a evolucao do didametro médio das coldnias de fungos ao longo dos cinco dias de incubacao.

diametro médio (cm)
w

0 20 40 60 80 100 120
tempo (horas)

——YES —e—DMSO01% —e—11250mM —e—11.2100mM —e—1.1.2200 mM

Figura 6.29 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 1.1.2 50
mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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—e—YES ——DMSO0 1% —8—2.1.3.250 mM —8—2.1.3.2100 mM —e—2.1.3.2 200 mM

Figura 6.30 - Crescimento do fungo em funcdo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 2.1.3.2
50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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0 fungo apresenta um crescimento diferente se no meio de cultura estiver dissolvido o imidazole 1.1.2
e as diferencas sdo mais evidentes para os ensaios que decorreram com concentracées mais elevadas,
uma vez que o diametro da colénia € menor nestes casos.

A analise da figura 6.30 confirma o que ja foi observado nas analises anteriores, uma vez que nao se
nota uma acao inibitoria do crescimento do fungo quando esta na presenca do oxadiazole 2.1.3.2.

Na figura 6.31 comparam-se os didmetros médios obtidos para os ensaios realizados com as diferentes
concentracdes e com auséncia de composto 1.1.2. O teste de Duncan realizado mostra que ha
diferencas significativas entre todos os ensaios realizados durante todo o periodo de incubacéo, o que

se traduz numa eficacia efetiva na inibicao do crescimento do fungo se houver composto 1.1.2 presente

no meio de cultura.
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Figura 6.31 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

1.1.2 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

Para além do efeito significativo na inibicdo do crescimento do fungo, o imidazole 1.1.2 também tem
uma acao inibidora do inicio do crescimento exponencial do fungo quando testado para a concentracdo
mais elevada. O oxadiazole 2.1.3.2 também revela interesse quando este parametro é avaliado na

concentracao de 200 puM.
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Tabela 6.11 - Determinacao do /ag time para YES, DMSO 1%, 1.1.2 e 2.1.3.2 dissolvidos em 1% de
DMSO (R > 0,993)

Composto Lag time, d =0 (h)
YES 15,99 + 1,39
DMSO 1% 14,57 + 1,15
50 mm 15,68 + 0,35
1.1.2 100 mm 18,33+ 1,81
200 mm 20,63 + 1,02
50 mm 16,66 + 0,64
2.1.3.2 100 mm 16,10 + 1,08
200 mm 18,60 + 1,40

Discussao

A presenca do substituinte Ar(g)F no anel de imidazole revela ser mais relevante na estrutura de um
Unico anel. Na presenca dos dois anéis da estrutura 2.1.3.2, a acao antifungica sofre uma diminuicdo

significativa.

6.2.1.7 Imidazolil triazoles 4.1.1.3 ¢ 4.1.1.7

Nestes ensaios fixou-se a estrutura de anéis de imidazole e triazole e avaliou-se a acao destes compostos

se substituidos em R: por Ar(p)OMe ou por Ar(o)F.
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utilizados na avaliacdo antifungica

Tabela 6.12 - Estrutura dos imidazolil triazoles 4.1.1.3 e 4.1.1.7, concentracao e meio de cultura

o F
N_ _NH; <N NH,
|
Estruturas <\N];¢N - N /N\N_<CH3
N HN
HN ~\<o X o
0 0
4.1.1.3 4.1.1.7
Concentracodes 50/ 100 / 200 uM
Meio de cultura | YES

Na figura 6.32 vé-se que o imidazolil triazole com R: = Ar(p)OMe apresenta um comportamento pouco
eficiente na reducdo do crescimento do fungo, uma vez que apenas 0s ensaios que decorreram para a

concentracdo mais elevada apresentam uma acao igual ou ligeiramente superior a acao provocada pela

presenca do solvente.
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Figura 6.32 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

4.1.1.3 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Também nao se observa efeito inibidor quando o imidazolil triazole é substituido por R: = Ar(p)F, mesmo

para os valores de concentracdo mais elevados (figura 6.33).
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Figura 6.33 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

4.1.1.7 50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO

Na analise do grafico da figura 6.34 da evolucdo do diametro médio ao longo dos dias verifica-se que a
acao do composto 4.1.1.3 é ligeiramente mais eficaz na reducao do crescimento da coldnia do que a
acao provocada pelo solvente em alguns momentos do periodo de incubacao, no entanto, sdo diferencas
muito ténues. Na figura 6.35 confirma-se a ineficacia da presenca do composto 4.1.1.7 no meio de

cultura.
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Figura 6.34 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 4.1.1.3
50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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Figura 6.35 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 4.1.1.7
50 mM, 100 mM e 200 mM dissolvido em 1% de DMSO
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A estrutura que apresenta um ligeiro efeito inibidor do crescimento do fungo tem o mesmo efeito quando
se determina o /ag time. O composto 4.1.1.3 aumenta o periodo de /ag phase. Apesar do composto
4.1.1.7 nao ser relevante na reducao do crescimento, este apresenta algum significado biolégico como
antifungico quando se determina o /ag time e se compara com 0 mesmo parametro na auséncia do

composto (tabela 6.13).

Tabela 6.13 - Determinacao do /ag fime para YES, DMSO 1%, 4.1.1.3 € 4.1.1.7 dissolvidos em 1%
de DMSO (R > 0,993)

Composto Lag time, d =0 (h)
YES 14,62 + 1,33
DMSO 1% 16,92 + 0,00
50 mm 20,35 + 0,89
4.1.1.3 | 100 mm 17,89 + 0,76
200 mm 19,18 + 1,34
50 mm 17,34 + 2,18
4.1.1.7 100 mm 19,51 + 0,15
200 mm 20,00 + 0,01

Discussao

0 imidazolil triazole substituido por R: = Ar(p)OMe apresenta alguma potencialidade como antifungico,
uma vez que, apesar de mostrar acdo muito reduzida na reducdo do crescimento do fungo, tem um
efeito no prolongamento da /ag phase. O mesmo efeito ndo é detetado para o composto substituido por
R: = Ar(p)F, o que leva a colocar a hipotese de que o resto da estrutura ndo é relevante na acéo, sendo
mais significativa a natureza do substituinte R: ligado ao anel de imidazole. E necessario ressalvar que
as duas solucgdes stock utilizadas nestes ensaios apresentavam-se ligeiramente turvas devido a parcial

solubilizacédo dos sélidos em DMSO.

6.2.1.8 Imidazolil triazole 4.1.1.9

A estrutura 4.1.1.9 foi avaliada para perceber a relevancia do substituinte ligado ao anel de imidazole

no efeito antifungico do composto.
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Tabela 6.14 - Estrutura do imidazolil triazole 4.1.1.9, concentracdo e meio de cultura utilizados na

avaliacdo antifungica

HOH,CH,C
‘N NH,
QO
N _N CHs,
Estruturas N
HNT< o)
O
4.1.1.9
Concentracoes 50 / 100 pM
Meio de cultura YES

Como se pode ler no grafico da figura 6.36, a presenca do composto 4.1.1.9 no meio de cultura nao
apresenta um efeito significativo no crescimento do fungo, apresentando apenas uma acdo mais
significativa para a concentracao de 100 uM no inicio do periodo de incubacdo. Acdo essa que

desaparece com o decorrer do tempo.
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Figura 6.36 - Inibicao do crescimento do fungo em funcéo do tempo e da presenca de 1% de DMSO,

4.1.1.9 50 mM e 100 mM dissolvido em 1% de DMSO
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No grafico de registo do didmetro médio ao longo do tempo, figura 6.37, ndo se observa uma diferenca
relevante quando se compara o que acontece ao crescimento do fungo na presenca do composto quimico

ou na presenca apenas do solvente no meio de cultura.
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Figura 6.37 - Crescimento do fungo em funcéo do tempo na presenca de 1% de DMSO, de 4.1.1.9
50 mM e 100 mM dissolvido em 1% de DMSO

Na tabela 6.15 verifica-se que o periodo de /ag phase é ligeiramente prolongado pela presenca deste

imidazolil triazole no meio quando testado na concentracao mais elevada.

Tabela 6.15 - Determinacao do /ag fime para YES, DMSO 1% e 4.1.1.9 dissolvidos em 1% de DMSO

(Re>0,927)
Lag time, d =0
Composto
(h)
YES 16,71 + 0,81
DMSO 1% 14,80 + 1,56

50 mm 16,32 + 0,84
100 mm 18,40 + 0,07

4.1.1.9
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Discussao

Este composto subtituido em R: por um aminoalcool apresenta uma acao a ter em consideracdo na

interferéncia que apresenta no crescimento do fungo.

6.2.1.9 Conclusao — testes em meio soélido

Apds a realizacdo dos testes em meio sélido e do respetivo tratamento dos resultados é possivel compilar
algumas informacdes que se destacam.

A avaliacao das estruturas de dois anéis fundidos, os derivados de isoguaninas 5.2.2.2 e 5.2.2.3, néo
constitui motivo de encorajamento para testes consequentes. Os resultados obtidos para a amidina
1.0.3, estrutura nao ciclizada e com substituinte Ar(g)CN, indicam que este tipo de compostos e/ou
substituinte devem ser avaliados no sentido de perceber o efeito antifungico desta molécula.

Na avaliacdo da potencial atividade bioldgica dos imidazolil triazoles com a unidade de hidrazina
incorporada, os compostos 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4 e 3.1.5 (figura 6.38) todos com 0 mesmo R:
mas com diferentes R., o que melhores resultados apresentou foi aquele que apresentava o anel

benzénico como substituinte em R. e para a concentracdo mais elevada, o composto 3.1.4.

o 9 0 o 0
9 > v < »
N__NH, N_ Nz N NH, N NH, N NH;
¢ SLn <] ¢ Ir <1
NN N, =N E NN N NN N NN N
HN\@NOO/ HN\Y/} O_ %N/‘\SDNOCFS HN\\gN@ :SN/\XSDNOCOOH
3.1.1 3.1.2 3.1.3 3.14 3.1.5

Figura 6.38 - Estruturas dos imidazolil triazoles 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3, 3.1.4 ¢ 3.1.5

avaliados como potenciais antifiingicos

Na percecéo da importancia do substituinte R: ligado ao anel de imidazole foram testados os compostos
4.1.1.3,4.1.1.7 ¢ 4.1.1.9 (figura 6.39). O substituinte Ar()F nesta familia de compostos nao devera
ser considerado para esta acdo bioldgica em particular, uma vez que nao apresentou efeitos
significativos. No entanto, os compostos 4.1.1.3 e 4.1.1.9 mostraram-se €eficientes, tanto na reducéo

do crescimento do fungo como no adiamento do crescimento exponencial do mesmao.
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HOH,CH,C
N_ NHp N_ NH, N_ NH,
Q& < <
NN =N _<CH3 NN N «CH3 NN N «CHS
N N N
HN HN HN
(@] O (@]
4.1.1.3 4.1.1.7 4,1.1.9

Figura 6.39 - Estruturas dos imidazolil triazoles 4.1.1.3, 4.1.1.7 ¢ 4.1.1.9 avaliados

como potenciais antifungicos

Na avaliacao do efeito da estrutura fizeram-se os testes aos compostos 1.1.2, 2.1.1.2 ¢ 2.1.3.2 (figura
6.40) que apenas mantinham o substituinte R: em comum, sendo diferentes na familia de compostos a
que pertencem. A presenca dos dois anéis ligados nao favoreceu a acado antifungica, sobretudo para
2.1.1.2, sendo mais favoraveis os efeitos observados para o composto 1.1.2, que apenas apresenta
um anel de imidazole. Assim sendo, a natureza deste composto com o grupo iminico ligado ao anel de

imidazole mostra ser relevante para a atividade antifungica avaliada.

NH,

N_ NH> N__NH2 N
QO
QNIfNH NN S _N
NH ko)
NC HN« HN
1

(0]

1.1.2 2.1.1.2 2.1.3.2

Figura 6.40 — Estruturas do imidazole 1.1.2, do imidazolil triazole 2.1.1.2 e do

oxadiazole 2.1.3.2 avaliados como potenciais antifungicos
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6.2.2. Testes em meio liguido — teste da resazurina

Os testes em meio liquido decorreram através do recurso ao teste da resazurina. Esta metodologia foi
adotada de forma a contornar os problemas de solubilidade que por vezes ocorriam nos testes em meio
sélido, para reduzir a duracdo dos ensaios e para avaliar a viabilidade do fungo nas primeira horas de
incubacao, isto é, antes de iniciar o crescimento exponencial.

No decorrer dos ensaios, o crescimento do fungo promove uma alteracdo no valor de absorvancia
medido, uma vez que a sua presenca no meio altera as caracteristicas quimicas do corante utilizado. A
resazurina de cor azul (figura 6.41) é reduzida a resorufina pela presenca de atividade metabdlica celular,
adquirindo a cor rosa (figura 6.42) [2]. Quanto mais significativo for o crescimento celular, menor sera

o valor de absorvancia medido.

(whiokog) T VONTD

Figura 6.42 - Placa 23 horas apos a adicao de resazurina aos pocos de teste.
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As medicoes foram efetuadas com recurso a um espectofotometro para placas de 96 pocos para
comprimentos de onda de 610 nm, com agitacdo prévia de 15 segundos e em intervalos de tempo

regulares.

6.2.2.1 Imidazoles 1.2.5 ¢ 5.1.10

Os trés compostos descritos na tabela 6.16 foram testados para a mesma concentracéo de 10,1 mg/mL.

Tabela 6.16 - Estrutura dos imidazole 1.2.5 e 5.1.10, concentracdo e meio de cultura utilizados na

avaliacdo antifungica

HsC HaC

\ NH, N_ NH;

<] <

Estruturas N /NW/OCHzCHs = 77/OCH2CH3
NC O Hc-NH O
1.2.5 5.1.10

Concentracoes 10,1 mg/mL
Meio de cultura YES

Na figura 6.43 ¢ descrita a evolucao dos valores de absorvancia relativa registados para o meio de cultura
e para as solucdes dos compostos a testar. Uma vez que as solucdes de partida tém ligeiras variacoes
nos valores de absorvancia inicial, € analisada a absorvancia em relacao a absorvancia medida para o
instante inicial. Dessa forma é possivel estabelecer um método de comparacdo para o comportamento

de crescimento do fungo nos diferentes ensaios.
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Figura 6.43 — Absorvancia relativa em funcdo do tempo para o meio YES e para os imidazoles 1.2.5

e 5.1.10 10,1 mg/mL
A partir da analise do grafico conclui-se que estes compostos potenciam o crescimento do fungo, uma
vez que a absorvancia sofre variacoes superiores quando o fungo cresce em presenca dos compostos

quimicos do que na presenca apenas de meio de cultura e corante.

6.2.2.2 Oxadiazole 2.1.3.3 e imidazolil triazole 4.1.1.8

Uma vez que as estruturas de imidazole substituidas com o grupo etoxicarbonilo nao revelaram interesse
bioquimico na interferéncia com o crescimento do fungo, foram avaliadas estruturas com R: = CH.CH.OH,

mas com estruturas ciclizadas de oxadiazole ou triazole ligados ao anel de imidazole.
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Tabela 6.17 - Estrutura do oxadiazole 2.1.3.3 e do imidazolil triazole 4.1.1.8, concentracdo e meio

de cultura utilizados na avaliacdo antifiingica

HOHQCHQC\) HOHQCHZC\)
N NH, N NH,
QO QO
N _N N _N CH,
Estruturas 0 )
HN\\< HN\\<N_<O
0] O
2.1.3.3 4.1.1.8
Concentracoes 10,1 mg/mL
Meio de cultura YES

No gréfico da figura 6.44 observa-se que nao se encontram diferencas significativas entre os valores das
absorvancias relativas destes dois compostos e que o efeito antifungico ndo é relevante quando

comparado com o efeito do DMSO.

1.1

I
©

I
e}

e
N

Abs(t)/Abs(0)

I <
n o

<
RS

0 5 10 15 20 25
tempo (horas)

——YES —@—DMSO 1% 4118 —e—2.133

Figura 6.44 - Absorvancia relativa em funcao do tempo para o meio YES, DMSO 1%, oxadiazole

2.1.3.3 10,1 mg/mL e imidazolil triazole 4.1.1.8 10,1 mg/mL
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6.2.2.3 Imidazole 1.1.6

Uma vez que nos ensaios realizados em meio sélido forneceram indica¢des que o grupo iminico ligado

ao anel de imidazole favorecia a atividade antiflingica, foi testado em meio liquido o imidazole 1.1.6.

Tabela 6.18 - Estrutura do imidazole 1.1.6, concentracao e meio de cultura utilizados na avaliacao

antifingica
HOH,CH,C
N_ _NH,
Q|
Estruturas N NH
NC
1.1.6
Concentracoes 5,05/ 10,1 mg/mL
Meio de cultura YES

A variacdo de absorvancia relativa menos acentuada, ainda que nao muito relevante, e que
correspondera a um menor crescimento do fungo, foi registada para a concentracdo mais baixa do
composto (figura 6.45). Este resultado também reforca o que ja havia sido concluido na seccéo dedicada
ao método em meio solido, no que se refere a importancia bioldgica do grupo iminico ligado ao anel de

imidazole, mais do que o substituinte presente em R..

1.4

=
o

=

©
©

Abs(t)/Abs(0)

o

0.4 5.4 10.4 154 20.4 25.4
tempo (horas)

—e—YES —@—DMSO0 1% 1.1.6 5,05 mg/ml ——1.1.6 10,1 mg/ml

Figura 6.45 - Absorvancia relativa em funcéo do tempo para o meio YES, DMSO 1% e imidazole

1.1.6 5,05 mg/mLe 10,1 mg/mL
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6.2.2.4 Imidazole 1.1.6 e imidazolil triazole 4.1.1.9

Para comparar de forma direta os resultados destes dois compostos, o imidazole e o imidazolil triazole,

foi realizado um ensaio conjunto destes para concentracdes mais baixas.

Tabela 6.19 - Estrutura do imidazole 1.1.6 e do imidazolil triazole 4.1.1.9, concentracdo e meio de

cultura utilizados na avaliacdo antifungica

HOH,CH,C HOH,CH,C
‘N NH2 N NH2
Q| Q|
N \
N NH N /N\ CHsy
Estruturas N
NC HN\\< _<O
(0]
1.1.6 4.1.1.9
Concentracodes 1/25/5,05mg/mL

Meio de cultura

YES

0O composto cujo efeito na reducdo do crescimento do fungo apresenta melhores resultados do que o
efeito do solvente é o imidazolil triazole 4.1.1.9. Pela leitura do grafico da figura 6.46 verifica-se que a

diferenca nao é significativa, mas, na comparacao com o composto 1.1.6, indica que, neste caso, a

familia dos triazoles é mais relevante na acao antifungica do que a dos imidazoles.
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Figura 6.46 - Absorvancia relativa em funcédo do tempo para o meio YES, DMSO 1%, imidazole 1.1.6

1 mg/mL e 2,5 mg/mL e imidazolil triazole 4.1.1.9 2,5 mg/mL e 5,05 mg/mL

6.2.2.5 Imidazolil triazoles 4.1.1.1, 4.1.1.8 e 2.1.1.1, oxadiazole 2.1.3.1 e triazolopurina 4.1.3.1

Neste conjunto de ensaios foi avaliada a relevancia do grupo amida ligado ao anel de triazoles, ja que a
estrutura similar 4.1.1.3 mostrou algum efeito antifungico nos testes em meio soélido. Uma vez que o
grupo acetilo também tinha revelado atividade bioldgica, foi avaliado o composto similar 4.1.1.8. Para
comparar o efeito da estrutura de dois anéis ligados manteve-se o substituinte R: nos compostos 2.1.1.1
e 2.1.3.1 e foi testada a oportunidade das estruturas de trés anéis fundidos neste tipo de aplicacao

com o composto 4.1.3.1.
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Tabela 6.20 - Estrutura dos imidazolil triazoles 4.1.1.1, 4.1.1.8 ¢ 2.1.1.1, do oxadizaole 2.1.3.1

e da triazolopurina 4.1.3.1, concentracdo e meio de cultura utilizados na avaliacdo antifingica

O/ NC
Q| QO
N /N\N NH; NN _N «CHS
HN N
X o N+ o
© 0
4.1.1.1 4.1.1.8
Estruturas J /
@) (o]
N NH, N NH,
| ]/Y | IY j/YY
N _N N _N
HN_ N HN\<O HN\<
(@) (0] Ha
2.1.1.1 2.1.3.1 4.1.3.1
Concentracoes 10,1 mg/mL
Meio de cultura YES

Na analise do grafico da figura 6.47 observa-se que todos os compostos testados mostram um efeito na

reducdo do crescimento do fungo, apesar de ndo se notarem diferencas importantes entre as varias

estruturas. A comparacado entre as estruturas 2.1.3.1 e 2.1.1.1 ndo permite concluir sobre a

importancia da presenca do atomo de oxigénio no anel de triazole, uma vez que as diferencas registadas

entre os valores das absorvancias relativas estdo dentro do intervalo de erros calculado. A mesma

situacao repete-se na comparacao entre as estruturas 4.1.1.1 e 4.1.1.8, ndo sendo possivel avaliar a

importancia dos substituintes em R: e em R..

A estrutura de trés anéis fundidos, 4.1.3.1, também apresenta uma diminuicdo da absorvancia menor

do que aquela que ¢ observada nos ensaios nos quais apenas esta presente o DMSO, o que leva a

possibilidade desta familia de compostos poder ter algum interesse como potenciais antifingicos.
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Figura 6.47 - Absorvancia relativa em funcéo do tempo para o meio YES, DMSO 1%, imidazolil
triazoles 4.1.1.1, 4.1.1.8 ¢ 2.1.1.1 10,1 mg/mL, oxadizole 2.1.3.1 10,1 mg/mL e triazolopurina
4.1.3.1 10,1 mg/mL

6.2.2.6 Conclusdo — testes em meio liquido

Através da analise global dos varios ensaios que decorreram foi possivel perceber a tendéncia de
determinados compostos na inibicdo do crescimento do fungo. Quando comparados os resultados
obtidos para as estruturas abaixo indicadas, conclui-se que o grupo acetilo ligado ao anel de triazole da
molécula 4.1.1.9 apresenta indicios de que pode ser relevante na alteracdo da absorvancia da amostra,
relativamente as outras estruturas para as quais se fixou o subsituinte em Ri. Mesmo para valores de
concentracdo mais baixas, 2,5 e 10,1 mg/mL, o efeito deste composto é mais significativo do que o do

imidazole 1.1.6 (figura 6.48).
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HOH,CH,C HOH,CH,C HOH,CH,C

N NH2 N NH2 N NH2
] < Q|
N NH N _N «CHS N /N\o
N
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@) @)
1.1.6 4.1.1.9 2.1.3.3

Figura 6.48 — Estruturas do imidazole 1.1.4, do imidazolil triazole 4.1.1.9 e do oxadizaole

2.1.3.3

No sentido de perceber a relevancia demonstrada nos testes em meio solido e nos testes em meio liquido
do grupo acetilo ligado ao anel de triazole, foram realizados ensaios para avaliar a atividade antifingica
da estrutura 4.1.1.1 e 4.1.1.8 (figura 6.49). No final do periodo de incubacédo as duas estruturas
revelaram um efeito parecido com o do solvente, nao evidenciando um efeito relevante ou diferente entre

elas.

4
o NC
N NH; N -NH2
¢ §
NN NH N /N\N CHa
N
HN
HN\\< o \\< 0
o) O
4.1.1.1 4.1.1.8

Figura 6.49 — Estruturas dos imidazolil triazoles 4.1.1.1 ¢ 4.1.1.8

No caso em que se avalia a relevancia da presenca do atomo de oxigénio no anel ligado ao anel de
imidazole (figura 6.50), os resultados demostram que, também neste caso, ndo ha diferencas
significativas entre as duas estruturas, apesar das duas mostrarem efeito na reducao do crescimento do

fungo.
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Figura 6.50 — Estruturas do imidazolil triazole 2.1.1.1 e do oxadiazole 2.1.3.1

A estrutura de trés ciclos fundidos analisada mostrou alguma acao antifungica, sendo necessario testar

outras estruturas desta familia para validar este resultado (figura 6.51).

/
o)
N N__O
< TYY
N X N\N
HN—{
CH

3

4.1.3.1

Figura 6.51 — Estrutura da triazolopurina 4.1.3.1

As estruturas cujo anel de imidazole tem ligado o grupo etoxicarbonil ndo se mostraram eficientes na

inibicdo do crescimento do fungo, nao constituindo prioridade na avaliacdo deste tipo de atividade

biolégica (figura 6.52).
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Figura 6.52 — Estruturas dos imidazoles 1.2.5 ¢ 5.1.10

6.3 Conclusoes

No estudo da potencial atividade bioldgica de algumas das estruturas sintetizadas foi possivel recolher
informacdes que conduziram a algumas conclusdes relevantes, quer nas familias de compostos a avaliar,
quer no método a adotar.

Durante a implementacdo dos dois métodos de teste, em meio sélido e em meio liquido, foi possivel
identificar algumas fragilidades e perceber os pontos robustos. A questao da solubilidade é muito sensivel
para este tipo de compostos e isso revelou-se crucial na adequacao dos métodos. O teste em meio liquido
atenua esta condicionante e facilita a obtencdo de conclusdes mais consistentes. No entanto, em meio
liguido, observamos um periodo de incubacdo muito curto para detetar as diferentes fases do
crescimento do fungo. Também neste método relacionamos os valores de absorvancia registados com o
crescimento do fungo, o que nem sempre pode ser efetivo. Em todo o caso, este método elimina um
constrangimento muito relevante que é o da fraca solubilidade dos compostos ou a precipitacdo dos
mesmos no meio de cultura ou ainda a alteracao quimica dos compostos pelas temperaturas elevadas
a que se encontram durante o periodo de preparacao dos ensaios em meio solido.

Interessante seria sintetizar estruturas que nao exigissem o recurso a um solvente tao toxico como o
DMSO e que fossem mais soluveis. Dessa forma os ensaios /7 vifro permitiriam conclusdes mais fiaveis

e a possibilidade de transposicdo das conclusdes para ambientes bioldgicos seriam mais consistentes.
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CONCLUSAO

Os trabalhos desenvolvidos no ambito desta tese permitiram nao soé explorar abordagens de sintese que
conduziram a obtencdo e identificacdo de novos compostos heterociclicos, como também analisar
métodos de avaliacdo de atividade antiflingica e selecdo de estruturas promissoras como potenciais
inibidores do crescimento de fungos.

O reagente chave para o desenho dos diferentes caminhos sintéticos, o Metoxicarbonil imidazole 1.2,
foi sintetizado com diferentes substituintes através do recurso a diferentes aminas que foram
incorporadas no anel de imidazole, uma vez que as previsdes apontavam este nucleo como uma unidade
relevante na potencial atividade antifungica. A reatividade deste intermediario foi estudada com diferentes
nucleofilos, o que levou a proposta mecanistica e a sintese de novas estruturas com potencial interesse
biologico. Também foi estudada a evolucdo desta estrutura, o que permitiu o isolamento de um
intermediario decorrente da migracao do grupo etoxicarbonilo para o nitrogénio ligado a C-5 do anel de
imidazole. A identificacdo desta estrutura revelou-se fundamental para as propostas mecanisticas
apresentadas em capitulos posteriores.

Durante a sintese de unidades que ligavam o nucleo de imidazole de 1.2 com nucleos de triazole,
nomeadamente através da reacdo de 1.2 com hidrazina mono-hidratada e na forma de sal, foi possivel
isolar uma estrutura intermediaria. No sentido de perceber a acdo bioldgica dos heteroatomos nas
estruturas ciclicas, foram sintetizados oxadiazoles ligados ao anel de imidazole. O ataque nucleofilico ao
carbono iminico ligado a C-4 do anel de imidazole foi reproduzido para hidrazinas aromaticas e para
hidrazinas aciladas. O estudo das condicdes experimentais necessarias para a obtencdo e identificacdo
de produtos decorrentes destas reacoes permitiu estabelecer uma relacdo entre a estabilidade dos
produtos, permitindo identificar o produto cinético, os imidazolil triazoles, e o produto termodinamico, as
purinas. A analise por espetroscopia de 'H RMN de varias reacdes permitiu propor mecanismos com
detalhe e reconhecer passos intermediarios que levaram a um conhecimento mais profundo do
comportamento deste tipo de compostos. O mesmo estudo detalhado foi realizado na reacédo de 1.2
com aminas primarias. Destes ensaios foi possivel reconhecer a formacao de um percursor de derivados
de isoguaninas. Este intermediario também se forma por ataque ao carbono iminico do imidazole 1.2
com eliminacao de HCN. Deste intermediario resultaram estruturas de purinas, derivados de
isoguaninas, substituidas em N-1 ou em N-6, dependendo das condicdes experimentais, nomeadamente

do carater quimico do meio reacional. O meio acido garante a formacao da isoguanina substituida em
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N-6 isoladamente, enquanto que a isoguanina substituida em N-1 é obtida a partir de misturas que, apds
processos quimicos de separacdo, permitem a identificacao e caracterizacdo deste composto.

A partir dos imidazolil triazoles, oxadiazoles e purinas foram formadas estruturas de trés anéis fundidos,
quer por condensacdo com ortoformiato de etilo, quer por desidratacdo intramolecular.

A caracterizacado por IV, 'H RMN, =C RMN, analise elementar e ponto de fusdo foi fundamental para
identificar estruturas intermediarias e produtos, assim como as correlacdes obtidas por HMQC e HMBC.
Desta forma foi possivel propor de forma consolidada os mecanismos envolvidos na sintese dos novos
compostos.

Na avaliacdo da atividade antifungica dos compostos estudaram-se e otimizaram-se os métodos
adotados. A medicdo da taxa de crescimento radial permite recolher informacdes sobre a taxa de
crescimento e o efeito do composto testado na duracao da fase durante a qual ainda nao ha reproducao
celular. Este tipo de informacéo é relevante e util na identificacdo de diferentes modos de acao dos
diferentes compostos testados. Problemas de solubilidade dos compostos, recurso a um solvente toxico,
como o DMSO, e constrangimentos na execucao pratica deste método foram as principais dificuldades
e questdes a eliminar ou, pelo menos, a atenuar. Nos testes em meio liquido, apesar de se retirar o
condicionamento causado pela fraca solubilidade dos compostos e de ser um método rapido e eficiente,
a analise da absorvancia relativa pode comprometer conclusdes mais robustas, uma vez que nao temos
garantias absolutas da atividade metabdlica registada estar diretamente relacionada com o crescimento
do fungo. No entanto, os dois métodos acabam por se complementar e permitir recolher informacdes
Uteis e validar resultados por cruzamento da informacéao recolhida. A otimizacdo dos testes exigiu varios
ensaios e repeticdes, mas foi a otimizacao das condicdes nas quais os testes decorreram que permitiram
concluir sobre a atividade antifungica de alguns dos compostos testados. Aqueles que evidenciaram
melhores resultados nesta avaliacao poderiam ser utilizados para testes /7 vio ou para serem
adicionados a o¢leos essenciais ou fungicidas comercialmente conhecidos, no sentido de avaliar
potenciais combinacdes sinergéticas dos efeitos e eventuais alteracdes na solubilidade dos compostos.

Deste trabalho de investigacao resulta um caminho seguro na reatividade do reagente de partida 1.2
com nucleofilos, que pode continuar a ser explorado tendo como base o estudo dos intermediarios e dos
mecanismos envolvidos presentes nesta tese. O melhoramento dos métodos de avaliacao de atividade
antifungica constitui uma importante base de trabalho para ensaios de novas moléculas e estruturas,

desenhadas em funcédo da triagem feita com os testes efetuados no decorrer deste trabalho.
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